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Act D: Actinomicina D 
Apaf-1: Factor 1 de activación de proteasas apoptóticas 
Asn: Asparagina 
ATP: Adenosin trifosfato 
Bax: Proteína X asociada a Bcl-2 
Bcl: Proto-oncogen de “linfoma de celulas B” 
BSA: Seroalbumina bovina 
CBP: Proteína de unión a CREB (CREB binding protein) 
Cdc: Ciclina (Ciclo de división celular) 
Cdk: Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin dependent kinase) 
cDNA: DNA complementario 
CK-2: Casein quinasa 2 (Casein kinase 2) 
DAPI: 4´,6-diamino-fenilindol 
DMEM: Medio esencial mínimo de Eagle modificado por Dulbecco 
DMP: Dimetilpimelimidato 
DMSO: Dimetil sulfoxido 
DNA: Acido desoxirribonucleico 
DTT: Ditiotreitol 
EBNA3C: Antígeno nuclear 3C del virus Epstein-Barr 
EDTA: Acido etilendiaminotetracetico 
EGTA: Acido etilenglicoltetracetico 
FBS: Suero fetal bovino 
FPLC: Cromatografía líquida rápida de proteínas (Fast Protein liquid chromatography) 
Glu: Glutamato 
HAT: Acetiltransferasa de histonas 
HEPES: Acido N-2-hidroxietilpiperacina-N´-2´-etanesulfonico 
HMT: Metiltransferasa de histonas 
hnRNP: Ribonucleoproteína nuclear heterogénea 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución (High performance liquid 
chromatography) 
HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 
Abreviaturas 
ii 
IAPs: Proteínas inhibidoras de la apoptosis 
Ig: Inmunoglobulina 
INHAT: Complejo inhibidor de acetiltransferasas de histonas 
IP: Inmunoprecipitación 
kDa: kilodalton 
MHC: Complejo principal de histocompatibilidad (Major histocompability complex) 
mRNA: RNA mensajero 
NAPs: Proteinas de ensamblaje de nucleosomas (Nucleosome assembly proteins) 
NP-40: Nonidet P-40 
NF-κB: Factor nuclear κB 
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate buffered saline) 
PCAF: Factor asociado a p300-CBP 
PCNA: Antígeno nuclear de celulas en proliferacion 
pI: Punto isoeléctrico 
PK: Piruvato quinasa (Pyruvate kinase) 
PKC: Proteína quinasa C (Protein kinase C) 
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
ProTα: Protimosina α 
ProTαK: Proteína quinasa de la ProTα (ProTα kinase) 
RNA: Acido ribonucleico 
RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute 
SDS: Dodecilsulfato sodico 
Ser: Serina 
SMAC: Segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria 
STATs: Proteínas transductoras de senal y activadoras de la transcripcion (Signal 
transducers and activators of transcription) 
STS: Estaurosporina 
T3: 3, 3´, 5-triiodo-L-tironina 
Tα1: Timosina α1 
Tα11: Timosina α11 
TBS: Tampón tris salino (Tris-buffered saline) 
TF5: Fracción de timosina 5 
Thr: Treonina (Threonine) 
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1. LAS TIMOSINAS 
El papel esencial del timo en el desarrollo del sistema inmune se ha dirigido a la 
búsqueda intensiva, aislamiento e identificación de los factores tímicos biológicamente activos 
que pueden suplir muchas de las deficiencias ocasionadas por su extirpación, o potenciar la 
competencia inmunológica en individuos normales. A mediados de los sesenta, una fracción de 
timo de ternera denominada timosina (Goldstein et al., 1966) mostró que potenciaba la 
inmunofunción en varios sistemas in vitro e in vivo (revisado en Low & Goldstein,. 1985). La 
preparación de timosina mejor conocida es un extracto de timo de ternera denominado 
fracción de timosina 5 (TF5), la cual contiene unos 30 polipéptidos termoestables con un peso 
molecular comprendido entre los 1 kDa y 15 kDa (Goldstein et al., 1972; Hooper et al., 1975; 
Low et al., 1979a). El sistema de nomenclatura para las timosinas está basado en su punto 
isoeléctrico (pI): α para pI menores de 5, β para pI entre 5 y 7, y γ para pI mayores de 7 
(indicado en la figura 1A). 
El componente más característico de la TF5 es un polipéptido ácido (pI 4,2) 
denominado timosina α1 (Tα1). Este polipéptido fue el primer componente de la TF5 en ser 
purificado y secuenciado (Goldstein et al., 1977): es un polipéptido de 28 aminoácidos, con 
una serina acetilada en el fragmento N-terminal y sin residuos aromáticos ni azufrados (figura 
1A). 
Otro componente α de la TF5 fue purificado más tarde y establecida su secuencia: la 
timosina α11 (Tα11) (Caldarella et al., 1983). La Tα11 es un polipéptido de 35 aminoácidos 
relacionado estructuralmente con la Tα1, pero contiene 7 aminoácidos adicionales en su 
extremo C-terminal (figura 1A). Este polipéptido es aproximadamente 4 veces menos 
abundante que la Tα1 en la TF5, aunque muestra una actividad similar a la Tα1 en algunos 
ensayos in vivo. 
Los componentes β de la TF5 también han sido aislados y secuenciados. La timosina β1 
ha sido identificada como ubiquitina (Low et al., 1979b); la timosina β4 (el miembro más 
abundante de esta familia de péptidos) (Low et al., 1981) y sus homólogos β8, β9 (Hannappel et 




Los efectos de las β-timosinas en la función inmunológica, de acuerdo con diversos 
ensayos biológicos (Low et al., 1985), son menos relevantes que los de las α-timosinas. La 
ubicua distribución de las β-timosinas en extractos de tejidos de mamíferos (Hannappel et al., 
1982a), aves y anfibios (Erickson-Vitanen et al., 1982), así como su expresión génica en 
diversos tejidos animales (Gómez-Márquez et al., 1989a, 1996; Gómez-Márquez & Anadón, 
2002), sugieren fuertemente que las β-timosinas tienen una función biológica más 
generalizada (incluso funciones celulares no relacionadas específicamente con el sistema 
inmune han sido descritas -revisado en Huff et al., 2001-). En este sentido, las β-timosinas han 
sido caracterizadas como proteínas de unión a actina, y la función bioquímica de la timosina β4 
como péptido regulador de los mecanismos de polimeración de la actina es bien conocida 
(Safer et al., 1991; Sanders et al., 1992; Huff et al., 2001). 
La timosina β4 está implicada en la reparación de tejidos lesionados (Goldstein et al., 
2005), en procesos de angiogénesis (Malinda et al., 1997) y neovascularización (Smart et al., 
2007), en la movilidad celular, sinaptogénesis y otros fases relacionadas con la plasticidad 
sináptica (Bamburg & Bernstein, 1991), en la diferenciación neuronal (Carpintero et al., 1995) y 
en el desarrollo cardiovascular (Gómez-Márquez et al., 1996). Así, en estas y otras actividades 
biológicas (en las que la actina tiene un papel crucial) la timosina β4 participa controlando el 
remodelado del citoesqueleto celular. 
Las γ-timosinas no han sido caracterizadas. 
2. LAS TIMOSINAS α Y SU PRECURSOR
La glándula tímica es un órgano linfoide en el que se produce la inmunocapacitación de 
los linfocitos T, responsables tanto de la inmunidad humoral como de la celular. A las timosinas 
α se les atribuía un papel como señalizadores moleculares de los linfocitos T en el timo, 
influenciando su diferenciación e inmunocapacitación dentro de este órgano. La interacción de 
las timosinas, y otros componentes del medio intratímico, con los linfocitos 
inmunológicamente incompetentes recién llegados a este órgano, procedentes de la médula 
ósea, propiciaría la generación de las diferentes poblaciones de linfocitos T capaces de ejercer 
la actividad inmunológica después de su exportación del timo a los demás tejidos del sistema 
inmune. Estas poblaciones de linfocitos T diferenciados: células CD4+, CD8+, y linfocitos T de 
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memoria, son las responsables de la inmunidad celular y también de la inmunidad humoral, 
puesto que cooperan con la actividad de los linfocitos B (Low & Goldstein, 1985). 
La importancia aparente de las α-timosinas como efectores del desarrollo y de la 
función de los linfocitos dependientes del timo animó, desde 1977, la investigación dirigida a 
caracterizar el origen celular de estos polipéptidos y su función biológica. 
Entre estos péptidos tímicos, la timosina α1 era el más característico, siendo éste el 
primero en ser purificado (Goldstein et al., 1977). El descubrimiento posterior de dos péptidos, 
la Tα11 y la des-timosina α1, que poseían la misma secuencia que la Tα1 en su extremo N-
terminal (Caldarella et al., 1983), apoyaba la idea de la existencia de un precursor común. 
La estrategia seguida para investigar si estos péptidos podrían estar sintetizados a 
partir de un precursor común fue la caracterización de los productos de la traducción in vitro 
de los mRNAs aislados de timo de ternera, empleando anticuerpos contra la timosina α1. El 
análisis estructural de los productos inmunoprecipitados demostró la existencia de una 
proteína de 16 kDa (determinada mediante el protocolo de Weber & Osborn, 1969: en SDS-
PAGE a pH 7) que incluye a la Tα1 en su secuencia (Freire et al., 1978) (figura 1B). El 
aislamiento del mRNA que codifica para esta proteína (Freire et al., 1981; Rey-Campos et al., 
1983) confirmó la existencia de un precursor de la Tα1 y apoyó la hipótesis original: la Tα1 y 
quizás la Tα11 eran generadas por proteólisis de un péptido de mayor tamaño. 
Posteriormente, este precursor fue aislado y secuenciado de extractos de timo de rata 
(Haritos et al., 1984b; Haritos et al., 1985a) usando procedimientos que minimizaban la 
actividad proteolítica: el análisis de los componentes de los extractos tímicos preparados en 
estas condiciones indicaron la ausencia de la Tα1 y la presencia de un polipéptido de mayor 
longitud con la secuencia de la Tα1 en su extremo N-terminal, y que mostraba las 
características del precursor descrito previamente (Haritos et al., 1984a). A esta proteína 
(figura 1C), de secuencia muy conservada, con alto contenido de residuos aminoacídicos  
ácidos y que contiene en su estructura la secuencia de las timosinas α, se la denominó 







Figura 1. A) Composición de la TF5 de timo de ternera y secuencia de las timosinas α purificadas. B) 




3. ESTRUCTURA DE LA PROTIMOSINA α Y SU EXPRESIÓN EN LOS 
DIFERENTES TEJIDOS 
Posteriormente, la ProTα fue aislada en diferentes tejidos y secuenciada en humanos 
(Pan et al., 1986), ternera (Panneerselvam et al., 1988), cerdo (Economou et al., 1988), ratón 
(Low et al., 1990) y cabra (Frillingos et al., 1991). Su estructura primaria se confirmó por 
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secuenciación de su cDNA procedente de células humanas (Eschenfeldt & Berger, 1986; Goodall 
et al., 1986; Gómez-Márquez et al., 1989b). Polipéptidos similares a la ProTα han sido hallados 
en otros vertebrados, incluyendo pollo y trucha, a concentraciones 30 veces menores que las 
encontradas en timo de ternera (Yialouris et al., 1988); mientras que el mRNA de una proteína 
acídica que muestra una fuerte homología en su secuencia con la ProTα de mamíferos ha sido 
encontrado en rana, aunque los niveles celulares de esta proteína no han sido determinados 
(Aniello et al., 2002). Al mismo tiempo, la ProTα procedente de rata (Frangou-Lazaridis et al., 
1988), ratón (Schmidt et al., 1991), y cerdo (Wintero et al., 1996) fueron clonadas y sus cDNA 
secuenciados. 
Los resultados de estos trabajos concluyeron las siguientes características de esta 
proteína: 
 La ProTα presenta una distribución tisular generalizada, lo que es indicativo de una 
función básica de esta proteína en la actividad de las células de mamífero no 
relacionada exclusivamente con la actividad del sistema inmunitario y la 
inmunocapacitación intratímica de los linfocitos T. Además, muestra una elevada 
concentración en las células (del orden de 0,2 pg/célula) (Franco et al., 1992), muy 
superior a la de una hormona y a los demás polipéptidos timosínicos, esto último 
parece indicar que esta proteína es la principal responsable de la actividad biológica de 
las timosinas α. 
 La ProTα es un polipéptido altamente acídico (pI 3,55, puede considerarse la 
proteína más acídica conocida en animales) con un peso molecular de 12,5 kDa. Posee 
entre 109-111 residuos aminoacídicos de los cuales los 28 primeros se corresponden 
con la secuencia de la timosina α1, mientras que la des-timosina α1 y la timosina α11 
coinciden respectivamente con los primeros 24 y 35 aminoácidos. En su secuencia hay 
una gran proporción de residuos ácidos (Glu 37% y Asp 25%) que se localizan 
mayoritariamente en su región central, lo que le confiere un carácter ácido y 
altamente hidrofílico. No posee aminoácidos azufrados ni aromáticos (figuras 1B y 2). 
 La ProTα humana se presenta en dos isoformas, que difieren en la existencia o no de 
un resto de ácido glutámico en la posición 39 de la molécula (Eschenfeldt & Berger, 
1986), confirmando los datos obtenidos mediante la secuenciación de esta proteína 
(Pan et al., 1986). 
 La estructura primaria de la ProTα predice estructuras secundarias en hélice α y 
lámina β (Haritos et al., 1985a); sin embargo, ningún tipo de estructura secundaria ha 
sido detectada en condiciones fisiológicas (Watts et al., 1990; Gast et al., 1995). A pH 
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neutro, la ProTα se mantiene como una cadena no plegada, debido probablemente a 
las repulsiones entre las cargas negativas (Watts et al., 1990). Este hecho podría 
explicar su comportamiento anómalo en cromatografía de filtración molecular, donde 
se deduce un peso molecular unas 5 veces superior al que realmente posee (Haritos et 
al., 1989). La ProTα no forma estructuras cuaternarias, encontrándose en forma de 
monómero (Gast et al., 1995; Haritos et al., 1989). 
 Otras características estructurales destacables de la ProTα con importantes 
implicaciones funcionales son la acetilación de la Ser-N-terminal (Goldstein et al., 
1977; Michalewsky et al., 1983; Sburlati et al., 1993; Nogueira & Freire, 1985), la 
presencia de una señal de localización nuclear en su extremo C-terminal (T100KKQKT105) 
(Gómez-Márquez & Segade, 1988; Manrow et al., 1991; Rubtsov et al., 1997) y la 
existencia en su secuencia de lugares de fosforilación para la caseín kinasa 2 (CK-2) en 
sus extremos N y C-terminal (Barcia et al., 1992). 
Entre las proteínas más reseñables que presentan homología con la ProTα se 
encuentra la paratimosina α, un péptido inicialmente aislado a partir de extractos tímicos de 
rata (Haritos et al., 1985b, 1985c), que se halla distribuido en varios tejidos de mamíferos 
(Clinton et al., 1989) y presenta una similitud del 43% con la ProTα (Komiyama et al., 1986), y 
que se ha demostrado que interviene en el metabolismo de carbohidratos (Brand & Heinickel, 
1991; Brand et al., 1991). 
Asimismo, la ProTα presenta un 47% de homología parcial con la proteína nuclear no 
histónica HMG1 (Otero et al., 1993). Además, su dominio acídico central la asemeja a 
ciertos péptidos nucleares que interactúan con histonas, como la nucleoplasmina (Laskey et 
al., 1978), N1/N2 (Kleinschmidt et al., 1986), la nucleolina (Lapeyre et al., 1987) o la 






Figura 2. Comparación de la estructura primaria de la ProTα: humana (2 isoformas), de rata, murina y 




Los primeros estudios sobre la expresión de la ProTα en diferentes tejidos se llevaron a 
cabo mediante técnicas de inmunofluorescencia y de radioinmunoensayo. Utilizando la técnica 
de radioinmunoensayo, la ProTα se ha localizado fundamentalmente en timo, aunque también 
se ha encontrado en cerebro, hígado, riñón, pulmón y bazo de rata (Haritos et al., 1984b). En 
humanos se ha inmunodetectado en timo (Dalakas et al., 1981), encontrándose altos niveles 
en leucocitos y, en muy pequeña cantidad, en plasma (Panneerselvam et al., 1987), atribuida a 
lisis celulares. 
Estudios de nuestro laboratorio evaluando la distribución de la ProTα y Tα1 (Franco et 
al., 1992) y los niveles de mRNA (Bustelo et al., 1991) en los diferentes tejidos de ratón 
mostraron que la ProTα se expresa principalmente en tejidos linfoides (figura 3). Además, el 
estudio de la expresión en otros tejidos y células demostró que la ProTα es expresada 






Figura 3. Distribución de la ProTα y expresión del gen de esta proteína en diversos tejidos de ratón. A) 
(Franco et al., 1992). B) (Bustelo et al., 1991). 
 
 
Cabe destacar que la ProTα es sintetizada en polisomas libres y carece de secuencia de 
señal secretora (Eschenfeldt et al., 1989), lo que indica que posee un sitio intracelular de 
acción, o que su liberación al medio extracelular ocurre por un mecanismo no convencional de 
secreción. 
Por otra parte, la presencia de la ProTα en el suero (Panneerselvam et al., 1987) y en 
los sobrenadantes de cultivos de timocitos (Franco et al., 1989) debería, quizás, ser 








4. GENES DE LA PROTIMOSINA α  
Un completo estudio de la estructura del gen de la ProTα humana ha sido realizado 
(Eschenfeldt et al., 1989) con el objetivo de identificar los miembros de la familia génica de 
esta proteína. 
En humanos, el gen para la ProTα forma parte de una familia génica de 6 miembros en 
la que se incluyen 5 pseudogenes procesados, que carecen de intrones y no parece que 
produzcan transcritos in vivo (Manrow et al., 1992; Rubtsov & Vartapetian, 1995), con los que 
posee una homología que varía entre el 30-90%. Ninguno de ellos contiene secuencia 
codificadora para un péptido señal N-terminal. 
El gen que contiene intrones (4), exones (5) y las señales regulatorias clásicas, parece 
ser la única fuente de mRNA de la ProTα (Eschenfeldt et al., 1989). Tiene un tamaño de 5 
kilobases. Como regiones reguladoras de la transcripción presenta una caja TATA, una región 
rica en GC y dos cajas CCAAT (Eschenfeldt et al., 1989). El gen ha sido mapeado en el 
cromosoma 2 humano (Szabo et al., 1993). 
Asimismo, se comprobó la existencia de un lugar de corte y empalme alternativo entre 
el segundo intrón y el tercer exón, que es el proceso responsable de la generación de las dos 
isoformas descritas para la ProTα a partir del producto de transcripción de un único gen (el 
mRNA de la ProTα en fibroblastos humanos tiene un codón interno de glutamato extra (Glu39) 
con respecto al mRNA de bazo) (Manrow & Berger, 1993; Goodall et al., 1986; Gómez-
Márquez et al., 1989b). 
Las rutas de señalización intracelular que controlan la expresión del gen de la ProTα no 
han sido bien caracterizadas. Sin embargo, se han propuesto varios factores de transcripción 
que regularían su expresión, incluyendo E2F (Szabo et al., 1993) y c-myc (Eilers et al., 1991; 
Desbarats et al., 1996; Gaubatz et al., 1994) como reguladores positivos, y el factor inhibidor 
de tumores p53 como un regulador negativo (Zhao et al., 2000). 
Así, E2F puede controlar directamente la expresión de la ProTα en el ciclo celular 
mediante la activación del promotor del gen de esta proteína. 
Por otra parte, regiones reguladoras localizadas en el primer intrón del gen de la ProTα 
(elementos E-box) han sido propuestas como sitios de unión del heterodímero de factores 
Myc-Max para la estimulación de la transcripción de la ProTα (Gaubatz et al., 1994). No 
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obstante, otros autores han puesto en duda la activación de la expresión del gen de la ProTα 
por parte de la proteína c-myc (Mol et al., 1995). 
Además, se ha encontrado que la regulación negativa de p53 sobre el gen de la ProTα 
implica un incremento de la actividad transcripcional de p53 y la acetilación de este factor 
como respuesta a la ProTα endógena (Kobayashi et al., 2006). 
Además del cDNA de la ProTα humana (Goodall et al., 1986), se han clonado los 
correspondientes de rata (Frangou-Lazaridis et al., 1988) y ratón (Schmidt & Werner, 1991). En 
rata no se ha llegado a identificar el gen de la ProTα, aunque se han aislado varios 
pseudogenes procesados (Dosil et al., 1990). 
La expresión del gen de la ProTα se ha evaluado también durante el desarrollo 
embrionario de ratón, donde se encontró restringida a las estructuras derivadas del 
ectodermo y mesodermo (Franco del Amo & Freire, 1995). Un trabajo posterior (centrado en 
la preimplantación del embrión de ratón) ha mostrado que el gen de la ProTα es 
transcripcionalmente inducido durante el estadío de dos células y el mRNA aumenta 
gradualmente durante los estadíos de mórula y blastocisto, inicialmente en clara dependencia 
de los niveles de proteína/mRNA myc maternos y después de los niveles de expresión de los 
diferentes genes de la familia myc específicos de cada estadío (Domashenko et al., 1997). 
Un estudio durante el desarrollo embrionario de rata demostró que el gen se 
encuentra regulado de forma específica según los tejidos, ya que en hígado, cerebro, riñón y 
testículos su expresión es mayor en periodos tempranos del desarrollo, mientras que en timo 
sus niveles prácticamente no varían (Dosil et al., 1990). 
No está claro todavía si en estos y otros animales existe solamente un único gen 
funcional de la ProTα. 
 
 
5. CONCENTRACIÓN Y DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE LA PROTα 
La concentración de la ProTα, como se ha indicado anteriormente, ha sido 
determinada en varios tejidos de mamíferos mediante inmunoensayo y mediante la evaluación 
directa de la concentración de la proteína purificada por técnicas cromatográficas. La tabla 1 
resume estos valores. 
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En la cuantificación por determinación de la proteína purificada hay que tener en 
cuenta que las variaciones observadas son probablemente atribuibles al rendimiento en el 
procedimiento de separación cromatográfica. Procedimientos en los que se combinan técnicas 
de intercambio iónico y HPLC para aislar productos acídicos termoestables se demostraron 

















Tabla 1. Concentración de ProTα en diferentes tejidos de rata. Los valores fueron determinados a partir 
de la ProTα purificada según Franco et al. (1992), excepto los de músculo, que se obtuvieron mediante 
RIA (Clinton et al., 1989). 
 
 
En cuanto a la distribución subcelular de la ProTα estudios de inmunohistoquímica han 
demostrado la presencia de la ProTα en el citoplasma y en el núcleo celular (Conteas et al., 
1990; Enkemann et al., 2000; Vareli et al., 2000), con una mayor presencia en el núcleo de 
células en proliferación (Conteas et al., 1990). 
Sin embargo, el análisis de la presencia de la ProTα en fracciones subcelulares 
obtenidas de los extractos isotónicos de diferentes tejidos muestran que está 
preferentemente ubicada en la fracción citosólica. En nuestro laboratorio (Franco et al., 1992) 
y en el de otros grupos (Tsitsiloni et al., 1989; Watts et al., 1990; Smith et al., 1993) han 
encontrado también que en extractos subcelulares la ProTα aparece en las fracciones 
citosólicas; de manera que sólo utilizando métodos extractivos en los que se utilizan 
condiciones especiales de bloqueo de los poros nucleares con citocalasina B se permite aislar 
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la ProTα en las fracciones nucleoplasmáticas (Manrow et al., 1991), lo que demuestra un 
trasvase del núcleo al citoplasma de la ProTα durante el proceso extractivo. Esta localización 
de la ProTα en las fracciones citosólicas reproduce el comportamiento de muchas proteínas 
nucleares acídicas de estructura similar a la ProTα, como la nucleoplasmina (Laskey & 
Earnshaw, 1980), y la proteína HMG1 (Gordon et al., 1981), entre otras que, a pesar de su 
función nuclear, aparecen en las fracciones citosólicas de los fraccionados subcelulares. 
La presencia de una señal cariofílica en la región C-terminal de la ProTα involucrada en 
su localización nuclear, y su expresión sin un péptido señal de secreción (Manrow et al., 1991; 
Watts et al., 1990; Clinton et al., 1991; Eschenfeldt & Berger, 1986; Goodall et al., 1986; 
Eschenfeldt et al., 1989), así como la interacción de la ProTα con proteínas implicadas en el 
transporte nuclear, incluyendo la Karioferina β, Rch-1, Ran y RCC-1 (Freire et al., 2001) y con 
otras proteínas relacionadas con el transporte de RNA fuera del núcleo como Rev/Rex (Kubota 
et al., 1995), apoyan la propiedad de la movilidad nuclear-citoplasmática de la ProTα. Estos 
resultados sugieren que la ProTα es una proteína que circula entre el núcleo y el citoplasma 
celular (y tiene una fuerte tendencia a liberarse del núcleo cuando las células son lisadas en 
tampones isotónicos o suplementados con detergentes), aunque reside predominantemente 
en el núcleo celular, y mantiene esta distribución mediante un transporte continuo (salida y 
reentrada) a través del poro nuclear (Enkemann et al., 2000). La separación de complejos 
multiproteicos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos con afinidad por la ProTα mediante 
cromatografía sobre ProTα-Sepharosa constituye una evidencia de dianas nucleares y 
citoplasmáticas de la ProTα (Pérez-Estévez et al., 1997; Freire et al., 2001). 
En este sentido, otros estudios de localización subcelular han indicado la posible 
asociación de la ProTα nuclear con la cromatina (Conteas et al., 1990; Vareli et al., 2000; 
Vareli & Frangou-Lazaridis, 2004). Así, en las células en interfase esta proteína presenta una 
distribución nuclear asociada con sitios activos de transcripción, mientras que durante la 









6. EVOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE LA PROTIMOSINA α 
La ProTα es sintetizada en polisomas libres y al carecer de una secuencia de señal 
secretora (Eschenfeldt et al., 1989) permanece en el interior celular donde sufre 
modificaciones post-traduccionales: proteólisis y fosforilación. 
 
6.1. PROTEÓLISIS DE LA PROTIMOSINA α EN DIVERSOS TIPOS CELULARES 
Cuando la ProTα fue aislada en 1984 de extractos de timo preparados en condiciones 
en las cuales la actividad proteolítica había sido prevenida (Haritos et al. ,1984a), la Tα1 y la 
Tα11 no eran detectadas en la separación de los extractos mediante HPLC de fase reversa. Este 
hecho llevó a la hipótesis de que la presencia de las timosinas α derivadas de la ProTα en la TF5 
era un artefacto resultante de la proteólisis incontrolada durante su preparación. Sin embargo, 
experimentos realizados en nuestro laboratorio usando isoelectroenfoque indicaban que la 
Tα1 estaba en realidad presente en extractos obtenidos en condiciones fuertemente 
desnaturalizantes (tejido congelado en N2 líquido y extraído en tampón a 100°C) de diversos 
tejidos de mamíferos (Franco et al., 1992; Freire et al., 1985) (figura 3A). 
La proteasa capaz de procesar de forma específica la ProTα para generar la Tα1 fue 
caracterizada más tarde en nuestro laboratorio como la enzima legumaína ligada a la 
membrana de los lisosomas (Sarandeses et al., 2003). La legumaína de mamíferos muestra 
elevada especificidad por un tipo de enlaces de asparagina (Dando et al., 1999): 
concretamente, in vitro, la enzima únicamente corta en la secuencia de la ProTα enlaces Asn-
Gly en posición 28-29 (Tα1) y 35-36 (Tα11) (Sarandeses et al., 2003). 
Este hallazgo es consistente con los resultados que indican la presencia natural de la 
Tα1 en diferentes tejidos animales (Franco et al., 1992), aunque el significado biológico del 
procesamiento de la ProTα y la presencia celular de la Tα1 es desconocido. 
A juzgar por el análisis de las timosinas α en extractos celulares preparados en 
condiciones de drástica inhibición de la proteólisis, esta proteasa muestra incluso una 
especificidad mayor in vivo, ya que solo la Tα1 era detectada, a una concentración similar a la 
de ProTα, mientras que no se detectaba Tα11 (en concordancia con estudios previos en tejidos 
de mamíferos) (Franco et al., 1992). Sin embargo, no puede desecharse la posibilidad de que la 
aparente ausencia de Tα11 sea debida a la rápida degradación de este péptido in vivo (la no 
detección del fragmento 29-109 o 36-109 de la ProTα en extractos celulares es 
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presumiblemente indicativa también de su rápida degradación in vivo). Así, la presencia de 
Tα11 a bajas concentraciones en la fracción de timo de ternera TF5 (Caldarella et al., 1983) 
podría deberse a las características del método usado para su preparación. 
Las características del procesamiento in vivo de la ProTα sugieren que es realizado 
también por la legumaína. A la luz de estos resultados, los fallos previos en la detección de Tα1 
en extractos preparados bajo condiciones drásticas de desnaturalización (Haritos et al., 1984a) 
pudiera ser atribuido a su anómalo comportamiento cromatográfico ya que en estos extractos 
la Tα1 presenta una gran tendencia a agregarse, como evidencian los análisis de los 
componentes con alta retención en columnas de fase reversa de HPLC (Franco et al., 1992; 
Freire et al., 1985). 
La amplia distribución de la Tα1 (Franco et al., 1992) y de la legumaína (Chen et al., 
1997) en diferentes tejidos sugiere que el procesamiento de la ProTα que origina Tα1 es un 
proceso general en células de mamíferos. Además, tejidos que muestran una elevada actividad 
de la legumaína como los linfoides (Chen et al., 1997; Manoury et al., 1998) poseen unos 
elevados niveles de Tα1. La estructura primaria altamente conservada de la ProTα (revisado 
Freire et al., 2002), especialmente alrededor de los enlaces de Asn-Gly que corta la legumaína 
(Sarandeses et al., 2003), proporciona argumentos que apoyan la visión de la proteólisis de la 
ProTα como un proceso generalizado. 
Sin embargo, no está claro si el procesamiento de la ProTα por la legumaína es un 
simple paso en su catabolismo o si tiene algún significado biológico. La legumaína muestra una 
estricta especificidad por un grupo restringido de enlaces de asparagina, lo que ciertamente 
sugiere que es improbable que contribuya al catabolismo general de proteínas, pero sí su 
participación en procesados específicos de proteínas (Dando et al., 1999). En este sentido, se 
ha identificado como una proteasa clave en el procesado de antígenos para su presentación 
por MHC de clase II (Manoury et al., 1998). Estas consideraciones apoyan la teoría de que la 
proteólisis de la ProTα en linfocitos y otras células de mamíferos es un mecanismo selectivo y 
no una degradación inespecífica. Además, el hecho de que la Tα1 esté presente en elevados 
niveles, similares a los de la ProTα, indica que puede tener una función biológica. La 
localización de la Tα1 libre en el citoplasma, su demostrada incapacidad para migrar al núcleo 
(Manrow et al., 1991), y su carencia de señal secretora (Eschenfeldt et al., 1989) argumentan 





6.2. LA FOSFORILACIÓN DE LA PROTIMOSINA α 
A inicios de los años 90 se demostró en experimentos realizados en nuestro 
laboratorio que la ProTα era fosforilada in vitro por la caseín quinasa-2 (CK-2) (Barcia et al., 
1992) en residuos de Ser y Thr localizados en su región N-terminal (aminoácidos 1-14 de su 
secuencia). Posteriormente, se encontró que la ProTα también resultaba fosforilada in vivo en 
residuos de Thr localizados en la secuencia de sus primeros 14 aminoácidos, en varios tipos 
celulares: timocitos, esplenocitos y células HeLa; en las cuales la fosforilación era dependiente 
de su actividad proliferativa (Barcia et al., 1993). El estudio comparativo de los residuos de Thr 
fosforilados demostró que en células tumorales se fosforilaba el residuo Thr 7 (Díaz-Jullien et 
al., 2011), mientras que en linfocitos no tumorales se fosforilaban los residuos Thr 7 y Thr 12 
(Pérez-Estévez et al., 1997) (figura 4). 
En posteriores trabajos de nuestro laboratorio se aisló esta proteína quinasa en 
extractos de esplenocitos de ratón activados para proliferar (Pérez-Estévez et al., 1997) (figura 
4A). Esta proteína (ProTαK), a diferencia de la CK-2, fosforilaba a la ProTα en los mismos 
residuos de Thr que resultaban fosforilados in vivo (Pérez-Estévez et al., 1997), tal como se 
indica en la figura 4B y C. Además, en este trabajo se confirmó que los niveles más elevados de 
actividad fosforilante de la ProTα se encontraban en los extractos citosólicos, y que solo la 
ProTαK y no la CK-2 era separada mediante cromatografía de afinidad sobre ProTα-Sepharosa 
en los extractos citosólicos de varios tipos celulares estudiados: hepatocitos y timocitos 
activados mitóticamente (ambos de ratón), cultivos subconfluentes de células HeLa y células 
NC37, en las cuales de nuevo la fosforilación era dependiente de su actividad proliferativa 






Figura 4. A) Caracterización de la ProTαK que fosforila la ProTα (Pérez-Estévez et al., 1997). B) 
Secuencia de la ProTα con los residuos de Thr fosforilados: Thr 7 en células tumorales (Azul) (Díaz-
Jullien et al., 2011) y Thr 7 y Thr 12 en linfocitos no tumorales (Pérez-Estévez et al., 1997). C) Residuos 
fosforilados in vivo y por la ProTαK citosólica (Pérez-Estévez et al., 1997). 
 
 
Los resultados del análisis de fosfoaminoácidos, junto con que la ProTαK citosólica no 
fosforila a la caseína, ni tampoco utiliza GTP como donador de fosfato, que en experimentos 
de inmunosupresión con anticuerpos contra la subunidad α de la CK-2 no se bloqueaba la 
actividad de la ProTαK (Pérez- Estévez et al., 1997), y que el efecto de los cationes divalentes: 
Ca+2, Mg+2, Mn+2, y Co+2 presente un patrón diferente en ProTαK y CK-2 (Pérez-Estévez et al., 
2000) descarta la posibilidad de que CK-2 sea la responsable de la fosforilación de la ProTα, al 
menos en esplenocitos. 
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Los datos de filtración en gel de la actividad ProTαK citosólica indican que la enzima 
tiene una masa molecular de 180 kDa; y el análisis SDS-PAGE de la enzima separada mediante 
HPLC señala que la actividad quinasa parece residir en una proteína de 60-64 kDa (Pérez-
Estévez et al., 1997). Estos resultados sugieren que la enzima forma una estructura oligomérica 
in vivo. 
Por otra parte, estudios de la actividad ProTαK en diferentes fases del ciclo celular 
mostraron que, manteniendo una ubicación citosólica, esta sigue la misma evolución que la 
expresión de la ProTα (Pérez-Estévez et al., 2000). 
Una importante característica de la ProTαK en linfocitos de bazo activados para 
proliferar (concavalina A + interleuquina-2) es que su actividad es dependiente de un proceso 
de fosforilación, incluido en una ruta de señalización en la que está implicada la actividad PKC, 
aunque esta quinasa no fosforila directamente a la ProTαK (Pérez-Estévez et al., 2000). La 
desfosforilación de la ProTαK anula su actividad (Pérez-Estévez et al., 2000). 
Recientemente en nuestro laboratorio se ha caracterizado a la ProTαK como la 
isoforma M2 de la piruvato quinasa (M2-PK) (Díaz-Jullien et al., 2011). Lo que pone de 
manifiesto, por primera vez, una habilidad excepcional de la PK. En este trabajo se demuestra 
que solo una parte del contenido celular de la M2-PK (un 10%) en el citoplasma de las células 
en proliferación adquiere la capacidad para fosforilar a la ProTα debido a un proceso de 
fosforilación en residuos de Ser y Thr de la M2-PK. Esta fosforilación propicia una asociación en 
forma de trímero (180 kDa) de la M2-PK para generar la ProTαK más activa, frente a 
asociaciones monoméricas (60 kDa) y tetraméricas (240 kDa) menos activas. 
Una habilidad similar de la M2-PK fue posteriormente demostrada, de manera que la 
actividad protein quinasa de esta enzima fue encontrada en M2-PK importada al núcleo en 
células tumorales, donde fosforila a la histona H3 (Yang et al., 2012) y a STAT3 (Gao et al., 
2012), afectando a la activación de la transcripción. En la figura 5 se resume la evolución 







Figura 5. Efecto de diversos metabolitos y mecanismos reguladores en la estructura cuaternaria y 










7. FUNCIÓN BIOLÓGICA DE LA PROTIMOSINA α 
El descubrimiento de que la ProTα era el precursor de las timosinas α hizo que, en 
principio, se le asignara una función relacionada con la actividad inmunorreguladora de estas 
proteínas (Low & Goldstein, 1985). En este sentido se realizaron ensayos que encontraron que 
poseía mayores efectos protectores frente a infecciones de microorganismos oportunistas que 
la Tα1 (Pan et al., 1986; Salvin et al., 1987), que sus niveles estaban disminuidos en ratones 
inmunodeprimidos (Low et al., 1990) y que mostraba características inmunopotenciadoras 
(revisado en Piñeiro et al., 2000). Sin embargo, estos efectos han sido atribuidos a mecanismos 
xenobióticos (Eschenfeldt et al., 1989), ya que las características de la síntesis de la ProTα, su 
amplia distribución y elevada concentración en diversos tipos celulares, su regulación 
estructural con proteínas nucleares acídicas, y los experimentos de migración al núcleo (Watts 
et al., 1989; Clinton et al., 1991; Manrow et al., 1991) apuntan hacia una función bioquímica 
intracelular de la ProTα en las células de mamíferos y descartan su supuesta función hormonal. 
Estas evidencias de una actividad intracelular de la ProTα se han fortalecido con la 
caracterización de una señal de localización nuclear en su extremo C-terminal (Rubsov et al., 
1997), que demuestra necesariamente un cometido nuclear de esta proteína en células HeLa 
(Clinton et al., 1991), COS (Manrow et al., 1991), y 293 (Rubtsov et al., 1997). 
 
7.1. RELACIÓN ENTRE LA PROTIMOSINA α Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR 
El estudio de la expresión del gen de la ProTα fue importante para avanzar en el 
esclarecimiento de la función que esta proteína pudiera desempeñar en la actividad de las 
células. Las investigaciones de los niveles de expresión de la ProTα y de su mRNA en linfocitos 
mitóticamente activados (Gómez-Márquez et al., 1989; Franco et al., 1992; Eschenfeldt et al., 
1989; Bustelo et al., 1991) y en diferentes poblaciones celulares (Eschenfeldt et al., 1989; 
Gómez-Márquez et al., 1989; Zalvide et al., 1992) demostraron una clara relación entre los 
niveles de expresión de la ProTα con la actividad proliferativa de estas células, con un 
incremento de la concentración del mRNA de esta proteína en células en división; sin embargo, 
este incremento era moderado en la mayoría de los tipos celulares estudiados (Bustelo et al., 
1991). La correspondencia observada entre los niveles del mRNA de la ProTα y los niveles de la 




De esta manera, la expresión del gen de la ProTα en linfocitos con mayor capacidad 
proliferativa era superior a la que presentaban los linfocitos con menor capacidad para 
proliferar. Este resultado parecía establecer una dependencia entre los niveles de la 
concentración celular de la ProTα y la actividad proliferativa de las células. Esta consideración 
se vio confirmada por los experimentos en los que se analizó la variación de la expresión del 
gen de la ProTα en células en las que se indujo la actividad proliferativa in vitro e in vivo 
(Bustelo et al., 1991). 
Los elevados niveles de mRNA de la ProTα permanecen casi invariables a lo largo del 
ciclo celular, aunque se aprecia un incremento en el tránsito de G1-S; sin embargo, la 
expresión del gen no parece estar ligada a la síntesis de DNA (Bustelo et al., 1991). Este patrón 
ha sido corroborado por otros estudios en los que se determinaron los niveles del mRNA o de 
la ProTα (Zalvide et al., 1992; Vareli et al., 1996; Conteas et al., 1990; Rosón et al., 1990). No 
obstante, no hay evidencias de que la expresión de la ProTα regule directamente la mitosis, ya 
que la presencia de su mRNA no es suficiente para promover la progresión a lo largo del ciclo 
celular (Álvarez et al., 1993). 
La relación de la expresión de la ProTα con la proliferación celular también quedó 
señalada en experimentos de transfección en poblaciones celulares con un oligonucleótido 
antisentido complementario al mRNA de la ProTα, en los que se demuestra la paralización de 
la proliferación celular (Sburlati et al., 1991; Rodríguez et al., 1999). También en células HL-60 
y NIH3T3 se observó que la sobreexpresión de la ProTα acelera la proliferación y retarda la 
diferenciación celular (Rodríguez et al., 1998; Wu et al., 1997); complementando los datos que 
demuestran que los elevados niveles del mRNA de la ProTα en las células en crecimiento 
logarítmico descienden cuando son inducidas a su diferenciación terminal (Smith et al., 1993; 
Dosil et al., 1993). 
El hallazgo de un incremento de la expresión del gen de la ProTα en células tumorales 
refuerza la relación de esta proteína con la proliferación celular (Eschenfeldt et al., 1986; 
Tsitsiloni et al., 1993; Gómez-Márquez et al., 1989b; Wu et al., 1997; Álvarez et al., 1993; Mori 
et al., 1993). Los linfocitos de pacientes con linfomas, células con una alta actividad mitótica, 
poseen unos niveles de mRNA de la ProTα 4-6 veces superiores a los de las células normales 
(Gómez-Márquez et al., 1989b; Conteas et al., 1990; Álvarez et al., 1993). 
Los detalles moleculares de la relación existente entre la expresión del gen de la ProTα 
y la proliferación celular comenzaron con el descubrimiento de la capacidad de c-myc, una 
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proteína involucrada en división la celular, para promover la transcripción del gen de la ProTα 
(Eilers et al., 1991; Gaubatz et al., 1994). Aunque este hallazgo fue cuestionado (Mol et al., 
1995), posteriores resultados han confirmado el efecto de la proteína c-myc en la regulación 
de la expresión del gen de la ProTα (Wu et al., 1997; Mori et al., 1993; Vareli et al., 1995; Lutz 
et al., 1996; Kinoshita et al., 1997; Ben-Yosef et al., 1998). 
De todas estas aportaciones, puede deducirse que la función de la ProTα está 
relacionada con la actividad proliferativa de las células, y los resultados derivados son 
consistentes con la teoría de que la ProTα es necesaria para la división celular. Asimismo, la 
demostrada capacidad de la ProTα para migrar al núcleo y los datos que muestran que la 
actividad proliferativa celular es concomitante con un incremento de la concentración nuclear 
de la ProTα (Conteas et al., 1990) parecen indicar que la función de esta proteína en la división 
celular es realizada en el núcleo. 
 
7.2. RELACIÓN DE LA PROTIMOSINA α CON LA ACTIVIDAD DE LA CROMATINA 
i. Interacción de la ProTα con las histonas 
La caracterización de proteínas que interaccionan con la ProTα en el núcleo de la célula 
ha propiciado progresos en la elucidación del mecanismo por el cual la ProTα está involucrada 
en el metabolismo nuclear. 
Así, las histonas son las proteínas nucleares cuya capacidad para interaccionar in vitro 
con la ProTα fue demostrada en primer lugar. Algunos estudios han indicado que la ProTα 
interacciona solo con la histona H1 (Papamarcaki & Tsolas, 1994), mientras que otros 
experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que puede interactuar 
fuertemente las histonas H3, H4, H2A y H2B del octámero del nucleosoma (Díaz-Jullien et al., 
1996; Covelo et al., 2006) mientras que con la histona H1 la interacción es mucho más débil 
(Freire et al., 2001; Díaz-Jullien et al., 1996). Los experimentos que indican la interacción de la 
ProTα con H1 no constituyen evidencias en contra de la interacción de esta proteína con otras 
histonas, ya que en estos casos no se habían realizado ensayos de inmunoprecipitación 
cruzada ni tampoco analizado la presencia de otras histonas en los componentes con afinidad 
por la ProTα. 
Así, la demostración de la capacidad de la ProTα para interactuar in vitro con las 
histonas constituyó un paso importante en la caracterización funcional de esta proteína. En la 
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interacción con estas proteínas, más fuerte con las histonas H3 y H4, se ve implicada tanto la 
región menos acídica de la ProTα, localizada en su extremo N-terminal, como la secuencia 
poliacídica (con Glu y Asp entre los residuos 41 y 85) situada en la parte central de su 
estructura (figura 1C). En este sentido, en nuestro laboratorio hemos encontrado que la Tα1, el 
péptido correspondiente a los 28 primeros aminoácidos de la secuencia de la ProTα, también 
se une in vitro a las histonas del octámero con gran afinidad (Díaz-Jullien et al., 1996), 
sugiriendo que esta región puede estar involucrada en la interacción in vivo de la ProTα con las 
histonas. 
Esta capacidad de interacción de la ProTα con las histonas, similar a la que presentan 
otras proteínas acídicas de función nuclear como N1 y N2 de Xenopus (Kleinschmidt & Franke, 
1982), que también muestran una afinidad preferente por las histonas H3 y H4, SET (Seo et al., 
2001; Kato et al., 2011), ANP32A (Seo et al., 2001, 2002; Matilla et al., 2005), ANP32B (Tochio 
et al., 2010) y otras proteínas de estructuras similares a la ProTα que han sido descritas en 
anfibios (Dingwall et al., 1987) y levaduras (Ishimi & Kikuchi, 1991), es muy significativa a la 
hora de establecer una relación funcional de esta proteína en el proceso de la organización 
estructural del cromosoma y, más concretamente, del ensamblaje del nucleosoma. 
En experimentos realizados en nuestro laboratorio se señaló una relación funcional 
para la interacción de la ProTα con las histonas core al demostrarse la capacidad de la ProTα 
para inducir el ensamblado de los nucleosomas in vitro (Díaz-Jullien et al., 1996). Esta 
capacidad es independiente de H1 y dependiente de otras proteínas separadas en extractos de 
linfocitos mediante cromatografía de afinidad sobre ProTα (afines también a ATP). 
Por otro lado, la capacidad de la ProTα para interactuar con las histonas está 
probablemente facilitada por su alta concentración intracelular, similar a la de las proteínas del 
octámero (aprox. una molécula de ProTα por nucleosoma) (Franco et al., 1992; Palvimo & 
Linnala-Kankkunen, 1990; Sburlati et al., 1990, 1993). 
ii. Participación de la ProTα en la actividad de la cromatina
Otra aportación a la relación de la ProTα con el metabolismo nuclear se manifiesta en 
el estudio de la interacción de esta proteína con otras proteínas nucleares (Covelo et al., 
2006), en el que además de corroborar la afinidad de la ProTα por las histonas core, se 
demuestra la interacción con un complejo nuclear multiproteico, separado por cromatografía 
de afinidad, cuyos componentes incluyen enzimas modificadoras de histonas como las 
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acetiltransferasas de H3 y H4 y la metiltransferasa de H3, proteínas de unión a RNA/DNA como 
las ribonucleoproteínas (hnRNPs) A3, A2/B1 y R y las DNA helicasas de tipo II (dependientes e 
independientes de ATP), y proteínas del citoesqueleto como la β-actina y la vimentina. La 
presencia de acetiltransferasas (HAT) y metiltransferasas (HMT) de histonas en este complejo 
sugiere una posible función de la ProTα en la modificación estructural de H3 y H4, las histonas 
más significativas en el control de la actividad de la cromatina. Esta teoría se ve reforzada por 
la capacidad de la ProTα para interaccionar con proteínas que se unen a HATs, como el 
antígeno nuclear del virus Epstein-Barr (EBNA3C) (Cotter & Robertson, 2000; Subramanian et 
al., 2002) y la proteína de unión a CREB (Karetsou et al., 2002) (ambas con afinidad por la 
acetiltransferasa p300). 
Otro trabajo realizado en nuestro laboratorio ha indicado que la ProTα interacciona 
con las proteínas PCNA, Cdk2, la ciclina A, cdc2, Cdk4, la ciclina B y las proteínas de transporte 
nuclear: la carioferina β1, Rch-1, Ran, y RCC1 (Freire et al., 2001). La bien documentada 
implicación de la proteína PCNA (Kelman et al., 1997) y de Cdk2 y la ciclina A (Fang & Newport, 
1991; Cardoso et al., 1993) en la replicación del DNA sugieren la posibilidad de que la ProTα 
pueda estar implicada en la actividad de replicación de la cromatina y en el control del ciclo 
celular. 
Las características estructurales y funcionales de la ProTα sugieren que esta proteína 
forma parte del grupo de proteínas de mamíferos que interaccionan con histonas, proteínas 
acídicas, con las que la ProTα comparte una similitud estructural, que participan en 
mecanismos nucleares y citoplasmáticos, relacionados con la regulación de la cromatina y en 
algunos casos con la apoptosis. Son miembros de este grupo NAP1/NAP2 (Ishimi et al., 1987; 
Rodríguez et al., 2004), CAF-1 (Kaufman et al., 1995), SET (Seo et al., 2001; Fan et al., 2003), 
ANP32A (Seo et al., 2001, 2002; Fan et al., 2003; Jiang et al., 2003) y ANP32B (Tochio et al., 
2010;Roth et al., 2001; Shen et al., 2010): estas proteínas han sido implicadas en la regulación 
de la transcripción, en la replicación del DNA y en el ensamblaje de los nucleosomas en las 
células de mamíferos. Además, la ProTα muestra una marcada homología estructural con 
proteínas de unión a histonas descritas en otros organismos, especialmente la nucleoplasmina 
de anfibios (Dingwall et al., 1987). La señal cariofílica en su extremo C-terminal, su larga región 
acídica central e incluso la propiedad de ser fosforilada son semejanzas que comparten la 
ProTα y estas proteínas de unión a histonas (Earnshaw, 1987). Ya que se ha demostrado que la 
nucleoplasmina y otras proteínas acídicas similares están involucradas en la movilidad del 
octámero de histonas dentro de la célula y en el remodelado de la cromatina (Philpott et al., 
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2000), es plausible que la ProTα tenga una función similar en las células de mamíferos. 
En este sentido, la participación de la ProTα en la organización estructural de la 
cromatina facilitaría la unión de las polimerasas de RNA y DNA favoreciendo la transcripción, la 
replicación y la reparación del DNA, de hecho, la ProTα colocaliza en el núcleo con la RNA 
polimerasa II activa (Enkemann et al., 2000; Vareli et al., 2000). Sin embargo, durante la 
mitosis, la ProTα permanece excluida del volumen ocupado por el DNA, probablemente para 
favorecer la condensación de éste (Enkemann et al., 2000). 
 
iii. Relación de la ProTα con la actividad transcripcional 
Más argumentos a favor de la relación de la ProTα con la actividad de la cromatina 
vienen determinados por la caracterización de otras proteínas que interactúan con ella: el 
antígeno nuclear del Epstein-Barr virus (EBNA3C), el coactivador de la transcripción CBP 
(proteína de unión a CREB), la acetiltransferasa de histonas p300, la oncoproteína SET, el factor 
de transcripción STAT3 y el represor del receptor de estrógeno (REA). 
La ProTα interacciona con el coactivador de la transcripción CBP in vivo e in vitro y 
estimula la transcripción génica a través de la reorganización de la estructura de la 
cromatina (Karetsou et al., 2002). El sitio de interacción ha sido mapeado en el extremo N-
terminal de CBP (residuos 1-771) y en una región rica en glutámico de la ProTα.  
Evidencias experimentales muestran que la sobreexpresión de la ProTα potencia la 
actividad de transcripción de promotores dependientes de CBP como TRE y NF-KB; sin 
embargo, otro blanco de CBP, el promotor del gen de la clase II de MHC (Kretsovali et al., 
1998), no se ve afectado por la ProTα (lo que indica que otros factores adicionales, el estado 
de la cromatina del promotor y/o la composición del complejo coactivador están implicados en 
el mecanismo) (Karetsou et al., 2002). 
Se ha postulado que el efecto de la ProTα en la transcripción mediada por CBP podría 
ser ejercido sobre el estado de la cromatina del promotor o sobre la actividad enzimática de la 
propia CBP (Martínez-Balbas et al., 1998).  
Por otra parte, se ha encontrado que la acetiltransferasa de histonas p300, una 
proteína con gran homología a CBP, se une a la ProTα a través de su región C-terminal (Cotter 
& Robertson., 2000) colocalizando en dominios subnucleares discretos, y sugiriendo la 
implicación de ésta última en la regulación de la transcripción y la acetilación de histonas. 
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Además, algunos trabajos han confirmado que la ProTα se concentra en dominios nucleares 
que se superponen o engloban a sitios de transcripción activa (Vareli et al., 2000). 
La interacción de la ProTα con p300 y la actividad de acetilación resultante está a su 
vez regulada por la interacción de los complejos ProTα-p300 con el antígeno nuclear 3C del 
Epstein-Barr virus (EBNA3C) (Cotter & Robertson., 2000). Se ha demostrado que la ProTα y 
EBNA3C interaccionan con p300 específicamente en regiones idénticas a las de unión de otras 
proteínas reguladoras de la transcripción con esta acetiltransferasa: como E1A, E6, c- jun y E2F 
(Shikama et al., 2000). 
En base a estos datos se ha propuesto que la ProTα participaría en la descondensación 
de la cromatina y la acetilación de las histonas del octámero, resultando en la activación de la 
transcripción (Subramanian et al., 2002). 
Se ha demostrado también que la ProTα puede potenciar específicamente la activación 
de la transcripción mediada por el receptor de estrógeno eliminando el represor del receptor 
de estrógeno (REA) y favoreciendo el reclutamiento del coactivador SRC-1 (Martini et al., 
2000). Ya que el receptor de estrógeno es dependiente de CBP (Wang et al., 2001), no debe ser 
desechada la posibilidad de que la ProTα pueda proveer al receptor de elevadas 
concentraciones de CBP y SRC-1. De acuerdo con estos resultados, se ha concluido que la 
ProTα no interactúa directamente con este receptor, pero modula la actividad de su complejo 
activador. 
Asimismo, la interacción de la ProTα con el factor de transcripción STAT3 se ha 
relacionado con la actividad de este favoreciendo su movilización al núcleo (Yang et al., 2004). 
En este proceso la ProTα actuaría como una chaperona de STAT3, que carece de señal 
cariofílica, por lo que la unión a la ProTα facilitaría su transporte al núcleo. 
En conclusión, la capacidad de la ProTα para interactuar, ya sea directamente o a 
través de mediadores, con una gran variedad de proteínas implicadas en las actividades de la 
cromatina, refuerza la hipótesis de su implicación en ellas. De manera que las interacciones de 
la ProTα con las histonas, con las enzimas modificadoras de histonas, factores de transcripción 
y otras proteínas relacionadas con la cromatina serían responsables de la implicación de la 
ProTα en los procesos de transcripción, replicación, recombinación y reparación del DNA por 





7.3. LA PROTIMOSINA α EN LA ACTIVIDAD CITOPLASMÁTICA DE LAS CÉLULAS 
En publicaciones aparecidas en los últimos años se ha descrito una actividad 
eminentemente citoplasmática de la ProTα relacionada con su implicación en la actividad 
apoptótica de células de mamíferos. En ellas se describe la participación de la ProTα en el 
control de la actividad de la apoptosis dependiente del apoptosoma (Jiang et al., 2003; Qi et 
al., 2010). 
La apoptosis es la forma dominante de muerte celular programada durante el 
desarrollo embrionario, el recambio de tejidos y la respuesta celular al estrés. Este proceso se 
caracteriza por una variedad de cambios morfológicos, que incluyen la pérdida de la asimetría 
de la membrana plasmática, la contracción celular, la condensación de la cromatina y la 
fragmentación del DNA cromosómico. 
La activación de las proteasas específicas (caspasas) que participan en el mecanismo 
molecular de la apoptosis se produce por dos rutas principales en las células de los mamíferos: 
la vía extrínseca o de receptores de muerte y la vía intrínseca o mitocondrial (revisadas en 
Hengartner et al., 2000). 
La vía extrínseca comprende miembros de la familia de los receptores de muerte 
(como CD95, la proteína Fas o el receptor del factor de necrosis tumoral) que reciben señales 
pro-apoptóticas desde el exterior celular y reclutan y activan a la caspasa iniciadora 8, 
mediante moléculas adaptadoras como FADD. 
La vía intrínseca es activada en respuesta a señales extracelulares o estímulos internos 
como daños en el DNA (revisado en Rich et al., 2000). Se caracteriza por la liberación al citosol 
de moléculas desde la mitocondria, principalmente citocromo c, que marca un momento 
definido en la respuesta de las células de mamíferos a una variedad de estímulos que propician 
la vía intrínseca de la apoptosis (Goldstein et al., 2000; Wang, 2001). El citocromo c liberado se 
une al factor 1 de activación de proteasas apoptóticas (Apaf-1) e induce un cambio 
conformacional que permite la asociación estable del deoxiadenosín trifosfato o adenosín 
trifosfato (dATP/ATP) a Apaf-1. Este evento dirige a la formación de un heptámero Apaf-1-
citocromo c: el apoptosoma (Jiang & Wang., 2000; Acehan et al., 2002). El apoptosoma recluta 
y activa a la procaspasa 9, la cual a su vez activa a las caspasas 3, 6 y 7 (Rodríguez & Lazebnik., 
1999). Estas caspasas degradan muchos sustratos intracelulares provocando, finalmente la 
activación de nucleasas que originan la muerte celular por fragmentación del DNA (Thornberry 
& Lazebnik., 1998; Roy & Cardone, 2002). 
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La liberación de citocromo c y otros componentes mitocondriales está regulado por 
factores pro-apoptóticos y anti-apoptóticos. La familia de las proteínas Bcl-2 controla el 
proceso de liberación del citocromo c por las mitocondrias como consecuencia de los 
estímulos apoptóticos, las proteínas Bax y Bak, que dentro de la familia Bcl-2 son factores pro-
apoptóticos, inducen la permeabilidad de la membrana exterior de la mitocondria y la salida 
de citocromo c, y la actividad de estos factores puede ser bloqueada por Bcl-2, Bcl-x y Mcl-1, 
factores anti-apoptóticos también de la familia Bcl-2 (Chipuk et al., 2010). 
El control de la formación del apoptosoma a partir del citocromo c liberado, Apaf-1 y 
dATP, el reclutamiento de la caspasa 9, y el control de la actividad de las caspasas son 
importantes puntos de regulación de la vía intrínseca de la apoptosis. El grupo de las proteínas 
inhibidoras de la apoptosis (IAPs) ejercen su función inhibiendo la activación de las caspasas 
(Wang, 2001; Deveraux & Reed., 1999). Su efecto es bloqueado por las proteínas Smac/Diablo 
y Omi/HtrA2 liberadas de las mitocondrias al citoplasma (Du et al., 2000; Verhagen et al., 
2001; Hegde et al., 2002). 
De la proteína Hsp90 también se ha descrito su efecto anti-apoptótico funcionando 
como un inhibidor de la activación del apoptosoma, interaccionando con Apaf-1 y bloqueando 
la activación de las caspasas (Pandey et al., 2000). 
La proteína ANP32A (PHAPI), una proteína acídica relacionada con la actividad de la 
cromatina a través de su interacción con las histonas y en el control de su acetilación (Seo et 
al., 2001, 2002; Fan et al., 2006), se ha descrito en los últimos años como una proteína pro-
apoptótica, como inductor de la actividad del apoptosoma y activador de las caspasas 9 y 3 
(Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010). Fue en el estudio in vitro de los mecanismos de actuación de 
ANP32A donde se describió, por primera vez, una función anti-apoptótica de la ProTα, en un 
proceso en el que se prevenía la formación del apoptosoma y la activación de la caspasa 9, en 
lo que parecía ser un efecto antagónico de la ANP32A (Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010). 
Los mecanismos por los que se produce este efecto anti-apoptótico de la ProTα son 
desconocidos. Aunque, los experimentos de Jiang et al. (2003) y Qi et al. (2010) demuestran 
una directa implicación de ProTα en el control de la actividad del apoptosoma, varias 
publicaciones también sugieren mecanismos de la actividad anti-apoptótica de la ProTα 
relacionados con la actividad de Bcl-2 (Letsas et al., 2005), con la asociación a STAT3 (Battle & 
Frank, 2002; Yang et al., 2004), o también relacionada con la activación de los factores de 
transcripción que, como el CBP y NF-κB, pueden inducir la expresión de factores anti-
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apoptóticos como TRAF, IAPs o proteínas de la familia Bcl-2 (Bui et al., 2001; Shishodia et al., 
2002). 
La interacción de ProTα con el péptido p8 se ha propuesto, también, como implicada 
en la actividad anti-apoptótica de ambos polipéptidos (Malicet et al., 2006). Asimismo, la 
interacción del mRNA de ProTα con la proteína HuR, proteína de la familia Hu/ELAV que 
participa en el transporte y estabilización de mensajeros, en células en la que se ha inducido la 
apoptosis, se ha relacionado con la regulación de este proceso (Lal et al., 2005). 
Recientemente, en nuestro laboratorio, mediante experimentos de transfección de 
ProTα recombinante en los que se bloqueó su capacidad para ser fosforilada, demostramos 
que la fosforilación de ProTα es requerida para su actividad anti-apoptótica (Moreira et al., 
2013). En cualquier caso, permanece sin esclarecer la forma en la que se traduce la capacidad 
de la estructura de ProTα, aparentemente fosforilada, para ejercer el control de la apoptosis. 
Con todo ello, y a pesar de lo que queda por esclarecer, podemos concluir que en 
referencia a su actividad biológica, la ProTα se comporta como una proteína multifuncional 
participando en procesos de actividad citoplasmática y nuclear, relacionados respectivamente 
con la apoptosis y la actividad proliferativa de las células. En la figura 6 se hace una 





Figura 6. Modelo selectivo de las proteínas que regulan o son reguladas por la ProTα implicadas en 
rutas de proliferación, supervivencia y apoptosis celular. 
Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que la ProTα se implica en estos 












































II. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 
Como queda reflejado en la descripción de las características de la actividad biológica 
de la ProTα presentadas en la Introducción de este trabajo, es clara su implicación en las 
actividades citoplasmática y nuclear de las células de mamíferos en procesos que 
especialmente influencian la vida celular. De manera que, interacciones de ProTα con 
diferentes proteínas propician en el citoplasma el control de la actividad apoptótica y en 
núcleo especialmente influencian la actividad proliferativa. 
Nuestra investigación y la de otros grupos ha permitido caracterizar algunas de las 
proteínas que participan en la actividad nuclear de la ProTα: histonas, enzimas modificadoras 
de histonas, factores de transcripción, ribonucleoproteínas, etc. Todas ellas confluyendo en 
distintas facetas de la actividad de la cromatina de las cuales son desconocidos los mecanismos 
moleculares mediante los cuales se produce la participación de la ProTα. 
Respecto a la actividad citoplasmática de la ProTα lo único hasta ahora establecido es 
su participación en la actividad apoptótica, que, como se ha indicado, parece relacionarse con 
su capacidad para la fosforilación y la interacción con componentes implicados en la actividad 
del apoptosoma. Pero tampoco son conocidos los mecanismos moleculares por lo que se 
produce esta y otras posibles actividades citoplasmáticas de la ProTα. 
En cualquier caso, sí es clara la importancia de la ProTα en el control de la 
supervivencia de las células de mamíferos al influir en su actividad proliferativa y participar en 
el control de su muerte mediante la apoptosis. 
Con todo ello, parece evidente que es necesario avanzar en el esclarecimiento de los 
mecanismos mediante los cuales la ProTα participa en las descritas actividades celulares. Con 
esta finalidad planteamos unos objetivos orientados a caracterizar interacciones con 
diferentes componentes celulares que nos ayuden a conocer los mecanismos de su función 
biológica. 
Las características estructurales de la ProTα, una proteína muy acídica y con una 
inmunogenicidad muy baja, dificulta el aislamiento y caracterización de complejos de esta 
proteína que reflejen la composición de los componentes que interaccionan con ella in vivo. 
Por ello, llevamos a cabo una estrategia basada en la posibilidad de estabilizar las interacciones 
proteína-proteína, induciendo la formación de enlaces cruzados covalentes, in vivo, en células 
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de mamíferos. Usando para ello el formaldehido, un compuesto utilizado para estabilizar 
interacciones entre proteínas y entre proteínas y ácidos nucleicos, dada su fácil 
permeabilización celular y su capacidad para establecer enlaces cruzados reversibles entre 
componentes celulares sin distorsiones estereoquímicas. 
De acuerdo con esta estrategia, nos planteamos los siguientes objetivos: 
1- Poner a punto un protocolo para la inducción de enlaces cruzados con formaldehido 
en cultivos de linfocitos en proliferación, células en las que la expresión de la ProTα es 
más elevada. 
2- Establecidas las condiciones más favorables para la estabilización de complejos in vivo, 
por enlaces cruzados por formaldehido, procederemos a un fraccionamiento 
subcelular de los linfocitos tratados y a la identificación de posibles complejos en los 
que la ProTα esté presente. Llevando a cabo, para ello, la separación por SDS-PAGE de 
los diferentes fraccionados y al análisis por immunowesternblotting, usando 
anticuerpos que reconocen diferentes parte de la secuencia de la ProTα. 
3- A los complejos inmunoreactivos de la ProTα, localizados en los diferentes 
subfraccionados celulares y purificados por SDS-PAGE, se les analizará su composición 
por espectrometría de masas, para establecer las estructuras de las proteínas que 
pudieran estar interactuando con la ProTα. Los inmunoensayos con anticuerpos contra 
las proteínas caracterizadas nos permitirán confirmar su habilidad para interaccionar 
con la ProTα, bien en el citoplasma o el núcleo o en ambos, de los linfocitos en 
proliferación. 
4- Establecidas las interacciones de la ProTα en linfocitos en proliferación y con la 
intención de establecer su relación con las actividades celulares en las que se ha 
demostrado la implicación de la ProTα, procederemos a analizar la evolución de estas 
interacciones en células en la que se ha inducido un descenso de la actividad 
proliferativa y en células en la que se ha promovido la apoptosis. Utilizando para ello el 
mismo procedimiento que el indicado en el apartado 3. Esta experimentación debería 
contribuir a esclarecer los mecanismos moleculares por los que la ProTα se relaciona 
con la proliferación y la muerte de las células. 
III. MATERIAL Y MÉTODOS
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MATERIAL BIOLÓGICO 
1.1. CÉLULAS 
Células Jurkat: línea celular estable procedente de linfocitos T humanos. 
Células 293T: línea celular estable procedente de epitelio de riñón humano, que 
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1.3. OTROS PRODUCTOS 
La ProTα fue purificada de timocitos de ternera siguiendo el protocolo descrito por Franco et 
al., 1992. 
Seroalbúmina bovina (BSA) (Merck) 
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2. MATERIAL NO BIOLÓGICO 
2.1. MEDIOS DE CULTIVO 
Para el cultivo en suspensión de las células Jurkat se empleó medio RPMI 1640 
(SIGMA) pH 7,4 que contenía un 0,2% de NaHCO3, suplementado con un 10% de suero fetal 
bovino (FBS) (BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina 
(BioWhittaker), refiriéndonos a este posteriormente como medio completo. 
Para el cultivo en monocapa de la línea celular 293T se utilizó medio esencial mínimo 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (SIGMA) pH 7,4 que contenía un 0,2% de NaHCO3, 
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) (BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 
100 μg/ml de estreptomicina (BioWhittaker), siendo este el medio completo. 
 
2.2. DISOLUCIONES Y TAMPONES 
 PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8 mM Na2PO4 y 1,5 mM KH2PO4. 
 Tampón de lisis celular: 50 mM Tris-HCl pH7,4; 150 mM NaCl; 0,5% Nonidet P-40; 
conteniendo 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 5 mM EGTA; 1 mM EDTA; 5 μg/ml pepstatina; 
5 μg/ml leupeptina y 10 mM NaF. 
 Tampón de diálisis A: 20 mM Tris-HCl pH7,6; 75 mM NaCl; conteniendo 1 mM DTT y 
0,5 mM PMSF. 
 Tampón de diálisis B: 50 mM NH4HCO3 pH7,6; conteniendo 1 mM DTT y 0,5 mM PMSF. 
 Tampón de lisis nuclear: 10 mM Tris-HCl pH8,5; 10% sacarosa; 0,1 M MgCl2; 
conteniendo 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 5 mM EGTA; 1 mM EDTA; 5 μg/ml pepstatina; 
5 μg/ml leupeptina y 10 mM NaF. 
 Tampón de equilibrado cromatografía de intercambio iónico (HiTrap Q HP y FPLC): 20 
mM Tris-HCl pH7,6; 75 mM NaCl; 1 mM DTT y 0,5 mM PMSF. 
 Tampón de muestra de Laemmli: 60 mM Tris-HCl pH 6,8; 2% SDS; 4% β-
mercaptoetanol y 10% glicerol. 
 Tampón de electroforesis SDS-PAGE 1X (Tris-glicina-SDS): 25 mM Tris-HCl pH8,3; 192 
mM glicina y 0,1% SDS. 
 Disolución de Azul Brillante de Coomassie R-250: 0,1% Azul Brillante de Coomassie R-
250; 41,66% metanol; 16,66% ácido acético. 
 Disolución decolorante: 12,5% isopropanol, 10% metanol. 
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 Tampón equilibrado de purificación de anticuerpos: 10 mM Tris pH 7,5. 
 Tampón de lavado de purificación de anticuerpos: 10 mM Tris pH 8,8. 
 Tampón de elución de purificación de anticuerpos 1: 100 mM glicina pH 2,5. 
 Tampón de elución de purificación de anticuerpos 2: 100 mM trietilamina pH 11,5. 
 Tampón de transferencia en condiciones ácidas: 20 mM acetato sódico pH 4,5. 
 Tampón transferencia en condiciones estándar: 50 mM Tris; 380 mM glicina; 0,1% 
SDS y 20% metanol. 
 TBST-1: 20 mM Tris-HCl pH7,6; 137 mM NaCl y 0,2% Tween-20.  
 TBST-2: 20 mM Tris-HCl pH7,4; 137 mM NaCl y 0,1% Tween-20. 
 Tampón de electroelución: 50 mM NH4CO3 pH8,5. 
 Tampón de filtración molecular: 0,1 M NH4HCO3 pH 7,7. 
 Tampón borato: 0,2 M borato sódico pH 9. 
 Tampón NET: 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM KCl, 1 mM EDTA y 0,1% Nonidet P-40. 
 Tampón de equilibrado de la cromatografía de afinidad a ProTα: 20 mM Tris-HCl 
pH7,6; 75 mM NaCl; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF y 10 mM NaF. 
 Tampón de lisis de células Jurkat apoptóticas: 20 mM HEPES-KOH pH 7,4; 20 mM KCl; 
2 mM MgCl2; 0,05% CHAPS; 5 mM EGTA; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 5 μg/ml 
pepstatina; 5 μg/ml leupeptina y 10 mM NaF. 
 Tampón de ensayos de actividad caspasa 9: 20 mM HEPES-KOH pH 6,5; 20 mM KCl; 2 
mM MgCl2; 0,05% CHAPS y 10 mM DTT. 
 Tampón de ensayos de actividad caspasa 3: 20 mM HEPES-KOH pH 7,4; 20 mM KCl; 2 
mM MgCl2; 0,05% CHAPS y 10 mM DTT. 
 Tampón TE: 10 mM Tris-HCl pH 8; 0,1 mM EDTA. 
 
2.3. OTROS PRODUCTOS 
i. SIGMA 
DMSO 
Tripsina-EDTA, solución al 0,25% (m/v). 
Proteína G- agarosa 
Estaurosporina: disuelta a una concentración patrón 1 mM en DMSO. 
Tripas de diálisis con un tamaño de poro de 12 kDa. 
Divinil sulfona al 97%. 
Dimetilformamida 
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Poli-L-lisina: disuelta en agua milliQ a una concentración 0,1 mg/ml y esterilizada por filtración 
(0,22 μm). 
DAPI, disuelto en agua milliQ (solucion patrón 10 mg/ml) y filtrado (0,22 μm). 
Azul de tripán, solución al 0,4%. 
Sepharosa 4B activada con CNBr 
ii. Serva 
Ditiotreitol (DTT), disuelto en agua destilada a una concentración patrón 100 mM. 
Leupeptina: disuelta en agua milliQ a una concentración patrón 5 μg/μl 
Pepstatina: disuelta en metanol a una concentración patrón 5 μg/μl 




Membranas de nitrocelulosa de 0,2 μm. 
v. Merck 
Formaldehido, suministrado al 37%. 
Etilendiamina 
Glutaraldehido, suministrado al 50%. 
vi. BIO-RAD 
Precision Plus Protein Standards, All Blue 
Agarosa 
vii. Millipore 
Concentradores Amicon, con un límite de exclusión de 10 kDa. 
viii. GE Healthcare BioSciences 
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ix. BACHEM 
Sustrato fluorogénico de la caspasa 9 (LEHD-AMC), disuelto en agua destilada a una 
concentración patrón 100 mM 
Sustrato fluorogénico de la caspasa 3 (DEVD-AMC), disuelto en agua destilada a una 
concentración patrón 100 mM 
 
3. MÉTODOS 
3.1. CULTIVOS CELULARES 
3.1.1. Condiciones de manipulación 
La manipulación de las líneas celulares se realizó en condiciones estériles en el interior 
de una cabina de flujo laminar vertical TELSTAR BioStar Plus. Los cultivos se mantuvieron en el 
interior de un incubador Heraeus. El material desechable fue esterilizado en autoclave antes 
de su eliminación definitiva. 
3.1.2. Inicio de los cultivos celulares 
Los cultivos de células Jurkat y 293T se iniciaron a partir de alícuotas de 1 ml 
almacenadas en nitrógeno líquido, congeladas en un medio compuesto por un 90% de FBS y 
10% de DMSO como agente crioprotector. Las alícuotas fueron calentadas en un baño a 37°C, 
centrifugadas (900xg durante 5 minutos) para retirar el medio de congelación, y resuspendidas 
a continuación en 5 ml del medio de cultivo completo correspondiente (106 células/ml). 
3.1.3. Mantenimiento de los cultivos celulares 
Las células Jurkat fueron cultivadas en botellas Pyrex con agitación a 37°C, doblando el 
volumen del medio de cultivo con medio completo RPMI 1640 cuando alcanzaban a una media 
de 1 a 1,5·106 células/ml hasta obtener el volumen final deseado.  
Las células 293T se mantuvieron en cultivo en frascos de 25 cm2 a 37°C en atmósfera 
humidificada y con un 5% CO2; los cultivos fueron tripsinizadas periódicamente cuando la 
monocapa en crecimiento alcanzaba un 60-70% de confluencia. Para ello, se eliminó el medio 
de cada frasco de cultivo y se añadió sobre las monocapas 2 ml de solución 0,25% tripsina-
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EDTA durante 5 minutos. La solución fue retirada y las células resuspendidas en el volumen de 
medio completo DMEM necesario para obtener la dilución deseada; y cantidades iguales de 
células se repartieron en los frascos correspondientes. 
3.1.4. Análisis del número y viabilidad celular 
El recuento del número de células se realizó directamente a partir del cultivo 
empleando una cámara de Neubauer, y se determinó la viabilidad celular mediante la tinción 
de la muestra en proporción 1:1 con solución 0,4% azul de tripán. 
3.1.5. Tratamiento con formaldehido 
El tratamiento con formaldehido para la formación de enlaces cruzados se realizó 
siguiendo el procedimiento indicado en experimentos similares (Vasilescu et al., 2004; Huyen 
et al., 2004). Las células Jurkat en proliferación a una densidad de 1-1,5·106 células/ml fueron 
centrifugadas (900xg durante 10 minutos) para eliminar el medio de cultivo, resuspendidas en 
PBS a 37°C a razón de 5·106 células/ml e incubadas con formaldehido a una concentración final 
del 1% en el PBS durante 20 minutos a 37°C con agitación ocasional. La reacción de cross-
linking se paró añadiendo a la suspensión celular glicina a una concentración final de 125 mM 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuación se procedió a la lisis celular. 
En el caso de las células 293T, cuando alcanzaron una confluencia del 60-70% fueron 
tripsinizadas, centrifugadas (900xg durante 10 minutos) para eliminar la solución de tripsina y 
resuspendidas en PBS a 37°C. El resto del procedimiento fue igual al seguido con las células 
Jurkat. 
3.1.6. Descenso de la actividad proliferativa celular 
Para inducir el descenso de la actividad proliferativa, las células Jurkat en crecimiento 
exponencial (1-1,5·106 células/ml) fueron recogidas, centrifugadas (900xg durante 10 minutos) 
para eliminar el medio de cultivo y resuspendidas en el mismo volumen de medio RPMI 1640 
suplementado con antibióticos sin suero fetal bovino. Las células se cultivaron durante 60 
horas a 37°C con agitación, siguiendo la vialidad celular, y se recogieron para realizar el cross-
linking con formaldehido y la posterior lisis celular. 
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3.1.7. Inducción de la apoptosis celular 
Las células Jurkat en proliferación a una concentración de 1 a 1,5·106 células/ml fueron 
centrifugadas (900xg durante 10 minutos) y resuspendidas en nuevo medio completo RPMI 
1640 a una concentración de 107 células/ml. La apoptosis fue inducida por la adición de 
estaurosporina 1mM a una concentración final de 0,5 μM o 1 μM (adaptado de Jäkel et al., 
2010), o por la adición de actinomicina D a una concentración final de 0,5μg/ml o 1μg/ml 
(adaptado de Kumarswamy et al., 2009; Kleff et al., 2000). Las células fueron incubadas 
durante 1, 2 o 4 horas a 37°C. Después de la incubación las células fueron recogidas para el 
tratamiento con formaldehido y lisadas. 
 
3.2. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES 
3.2.1. Fraccionamiento subcelular 
Las células Jurkat y 293T fueron lisadas siguiendo el procedimiento de Feeney y 
colaboradores (1990) con modificaciones. Brevemente, las células fueron recogidas de los 
cultivos, lavadas dos veces con PBS a 4°C, resuspendidas en tampón de lisis celular a 4°C (108 
células/ml) y mantenidas durante 30 minutos en hielo. A continuación, fueron 
homogeneizadas en un potter y centrifugadas (900xg durante 10 minutos a 4°C) para separar 
los núcleos. El sobrenadante fue ultracentrifugado (100.000xg durante 1 hora a 4°C) para 
obtener el extracto citoplasmático y posteriormente dializado en tripa de diálisis de 12 kDa de 
límite de exclusión durante 24 horas frente a tampón de diálisis A. Los núcleos se lavaron dos 
veces con PBS para su posterior lisis. 
En las células Jurkat inducidas a apoptosis se realizó una lisis celular total, para lo que 
las células fueron lavadas dos veces con PBS, resuspendidas en tampón de lisis a 4°C (108 
células/ml), sometidas a tres ciclos de congelación/descongelación y homogeneizadas en un 
potter. El homogeneizado fue ultracentrifugado (100.000xg durante 1 hora a 4°C) para obtener 
el extracto celular y dializado en tripa de 12 kDa de límite de exclusión durante 24 horas frente 
a tampón de diálisis A. 
3.2.2. Lisis nuclear 
Los núcleos se lavaron con PBS y se resuspendieron en el tampón de lisis nuclear a una 
concentración de 2·108 núcleos/ml. Se les añadió DNasa (80 μg/ml) y RNasa (10 μg/ml), se 
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homogeneizaron en un potter y se incubaron durante 30 minutos a 25°C. Después, se realizó 
una segunda adición de DNasa y RNasa, se volvieron a homogeneizar y se incubaron 30 
minutos a 25°C. El homogeneizado fue centrifugado (50.000xg, 15 minutos, 4°C) y el 
sobrenadante, el extracto nucleoplasmático, fue dializado en tripa de 12 kDa durante 24 horas 
frente a tampón de diálisis A. 
 
3.3. CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IÓNICO 
Alícuotas de los diversos extractos (de 20 a 25 mg) fueron separadas por cromatografía 
de intercambio iónico en una columna HiTrap Q HP (columna de intercambio aniónico de 1 ml 
-GE Healthcare-), siguiendo las indicaciones del fabricante. En resumen, la columna fue lavada 
y equilibrada con el tampón de equilibrado. La muestra una vez centrifugada (1.500xg, 10 
minutos, 4°C) y filtrada (0,22 μm), se cargó en la columna, se recogió la fracción no retenida 
(NR) y se lavó la columna con 5 ml de tampón de equilibrado. A continuación, se realizó una 
elución discontinua con tampón conteniendo 0,2 M; 0,5 M y 1 M NaCl, con 5 ml de cada 
tampón. Las fracciones de estos eluatos con contenido proteico, determinado por absorbancia 
a 280nm, se juntaron y se denominaron fracción 0,2M; 0,5M y 1M respectivamente. 
Las fracciones NR; 0,2M; 0,5M y 1M fueron dializadas en tripa de 12 kDa de límite de 
exclusión durante 24 horas frente a tampón de diálisis B para su posterior concentración por 
liofilización. Las fracciones liofilizadas fueron resuspendidas en tampón 10 mM Tris-HCl pH7,6 
y cuantificadas mediante el test de Bradford (Bradford, 1976). 
 
3.4. ANÁLISIS ELECTROFORÉTICOS 
Alícuotas (del orden de 70 μg) de los diferentes extractos celulares y de los 
fraccionados de intercambio iónico de células tratadas y no tratadas con formaldehido fueron 
separadas por electroforesis en geles desnaturalizantes discontinuos de poliacrilamida (SDS-
PAGE), que constan de un gel concentrador del 4% de acrilamida y un gel separador del 15% o 
8% de acrilamida, de dimensiones de 12x16 cm (Protean II. BIO-RAD) y un grosor de 0,75 mm. 
A las muestras a analizar se les añadió tampón de muestra, se hirvieron, menos las 
muestras de extractos de células tratadas con formaldehido para evitar la ruptura de los 
enlaces cruzados, y se microfugaron. La electroforesis fue llevada a cabo junto con marcadores 
de peso molecular (Precision Plus Protein Standards, All Blue. BIO-RAD) 
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Para la tinción con Azul de Coomassie los geles fueron sumergidos en la disolución de 
Azul Brillante de Coomassie R-250 de 4 horas a toda la noche a 25°C, con agitación, pasado 
este tiempo se les añadió solución decolorante. 
 
3.5. PURIFICACION DE ANTICUERPOS 
La purificacion de los anticuerpos anti-ProTα se realizó siguiendo el protocolo descrito 
por Harlow & Lane, 1988: los sueros anti-CT-ProTα y anti-NT-ProTα (NeoSystem) fueron 
centrifugados (3.000xg durante 30 minutos a 4°C) y se les añadió un volumen de solución 
saturada (4 M) de sulfato amónico (en agitación y mantenidos a temperatura ambiente 
durante 2 h). Después permanecieron durante 7 horas a 4°C y fueron centrifugados (3.000xg, 
30 minutos, 4°C). Los sedimentos se secaron al aire 10 minutos y se resuspendieron en PBS en 
1/2 del volumen inicial de suero. Finalmente, fueron dializados en tripas de diálisis de 12 kDa 
frente a PBS pH 7,4 a 4°C durante 24 horas. 
A continuación, fueron incubados con una matriz de afinidad ProTα-Sepharosa (como 
se describe en el punto 3.16) en tampón de equilibrado durante 24 horas a 4°C en agitación. Se 
cargaron en columnas y se lavaron con tampón de equilibrado y tampón de equilibrado 
conteniendo 0,5 M NaCl. Se llevó a cabo una primera elución con tampón de elución 1. Y 
seguidamente, se realizó un lavado con tampón de lavado y una segunda elución con tampón 
de elución 2. 
Las fracciones recogidas se combinaron y concentraron en Amicon (límite de exclusión 
de 10 kDa) a 3.000xg a 4°C en ciclos de 15 minutos. Cuando se alcanzó un volumen final en 
torno a 400-500 μl de eluido, se realizaron 5 ciclos de diálisis con 10 volúmenes de PBS. 
La concentración final de anticuerpos purificados anti-NT-ProTα y anti-CT-ProTα en los 
eluidos concentrados y dializados se determinó en base a su absorbancia a 280 nm. Finalmente 
se congelaron a -20°C hasta su uso. 
 
3.6. IMMUNOWESTERN BLOT 
Alícuotas (del orden de 70 μg) de los diferentes extractos celulares y de los 
fraccionados cromatográficos de intercambio iónico fueron separadas por SDS-PAGE como se 
describe anteriormente. 
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Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa activadas para la retención 
de proteínas ácidas (Lauritzen et al., 1990). Brevemente, la activación se llevó a cabo mediante 
la incubación de la membrana de nitrocelulosa (0,2 μm) en una solución de 5% divinil sulfona y 
10% dimetilformamida en 0,5 M NaHCO3/Na2CO3 pH 10 durante 1 hora a temperatura 
ambiente y en agitación suave; seguidamente, fue incubada 30 minutos en 1% dietilamina y, 
finalmente, tratada con 1% glutaraldehido en 0,5 M NaHCO3/Na2CO3 pH 10 durante 15 
minutos. Tras el proceso, las membranas se lavaron en agua a 25°C durante 18 h. Las proteínas 
se transfirieron durante 12 horas a 45 mA constantes y 13 V a 4°C, en tampón acetato sódico 
20 mM pH 4,5 (Karetsou et al., 1998; Covelo et al., 2006). 
Cuando fue necesario se realizó mediante transferencia estándar a membranas de 
nitrocelulosa (0,2 μm) siguiendo el protocolo de Towbin (1979) a 50V durante 2 horas. 
En ambos casos la inmunodetección se realizó según los protocolos estándar, 
utilizando TBS-T (TBST-2 para los anticuerpos anti-ProTα y TBST-1 para el resto de anticuerpos) 
para los lavados de las membranas y para los bloqueos e incubaciones con los anticuerpos 
específicos leche en polvo disuelta al 5% en TBS-T. Así, las membranas fueron bloqueadas e 
incubadas con los anticuerpos primarios, y secundarios conjugados con la enzima peroxidasa 
(HRP), a la concentración y tiempo que se indica a continuación: 
 




4 horas/ 25°C. 
 con agitación 
Anti-conejo-HRP (ECL Western 
blotting analisis system, GE 
healthcare) 




4 horas/ 25°C. 
 con agitación 
Anti-conejo-HRP (ECL Western 
blotting analisis system, GE 
healthcare) 
d: 1/5.000, 1h30´/25°C. 
Anti-SET (Santa Cruz Biotechnology) 
d: 1/500 (Transferencia ácida) 
d: 1/1.000 (Transferencia estándar) 
2 horas/25°C+2horas/4°C  
con agitación 
Anti-conejo-HRP (ECL Western 
blotting analisis system, GE 
healthcare) 
d: 1/5.000, 1h/25°C. 
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ANTICUERPO PRIMARIO  ANTICUERPO SECUNDARIO  
Anti-ANP32A/B (Santa Cruz 
Biotechnology) 
d: 1/500 (Transferencia ácida) 
d: 1/1.000 (Transferencia estándar) 
2 horas/25°C+2horas/4°C  
con agitación 
Anti-conejo-HRP (ECL Western 
blotting analisis system, GE 
healthcare) 
d: 1/5.000, 1h/25°C. 
Anti-ANP32A (Santa Cruz 
Biotechnology) 
d: 1/500 (Transferencia ácida) 
d: 1/1.000 (Transferencia estándar) 
2 horas/25°C+2horas/4°C  
con agitación 
Anti-cabra-HRP (Sigma) 
d: 1/5.000, 1h/25°C. 
 
El revelado de las membranas se realizó utilizando el kit ECL (Western blotting analisis 
system, GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante, sobre una placa fotográfica 
(Medical X-Ray Film, Fujifilm), usando un revelador y fijador de Kodak (Kodak GBX Developer 
and Replenisher y Kodak GBX Fixer and Replenisher, respectivamente). 
 
3.7. PURIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE LOS COMPLEJOS INMUNOREACTIVOS CON ANTI- 
ProTα 
Alícuotas de las fracciones 1M (del orden de 70 μg) de intercambio iónico de extractos 
de células tratadas con formaldehido fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida, 0,75 
mm grosor) y teñidas con Azul de Coomassie, y paralelamente analizadas mediante western 
blot con anti-ProTα (mediante transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas 
como se describe en el punto 3.6). 
Después, se estableció la correspondencia entre los complejos detectados por 
immunowestern y las bandas de proteína visualizadas con Coomassie tomando como 
referencia los marcadores de peso molecular. Las bandas fueron cortadas del gel de 
acrilamida, lavadas con agua durante 2 horas a 25°C, y cargadas de nuevo en SDS-PAGE (15% 
acrilamida, 1 mm grosor) y teñidas con Azul de Coomassie o analizadas por immunowestern 
blot con anti-ProTα (mediante transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas 
como se describe en el punto 3.6). A continuación, las bandas inmunoreactivas fueron de 
nuevo cortadas del gel descartando impurezas, lavadas y analizadas mediante SDS-PAGE (15% 
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acrilamida, 1,5 mm grosor) y tinción de Coomassie o immunowestern blot con anti-NT-ProTα, 
anti-CT-ProTα, anti-SET o anti-ANP32A/B (en condiciones específicas para proteínas ácidas). 
 
3.8. ROTURA DE LOS ENLACES DE FORMALDEHIDO POR TRATAMIENTO TÉRMICO  
Las bandas de los complejos de la ProTα en el gel de acrilamida y de la propia ProTα 
purificadas como se describe en el apartado anterior fueron sometidas a tratamiento térmico 
para propiciar la ruptura de los enlaces cruzados del formaldehido. 
Las bandas fueron cortadas en dos fragmentos: uno de un tercio y otro de dos tercios. 
El fragmento de dos tercios fue tratado con 100 μl tampón de muestra Laemmli 1,5X y 
sometido a 100°C durante 90 minutos. El fragmento de un tercio fue utilizado como control y 
no se sometió a tratamiento térmico. Ambos fragmentos fueron cargados en un gel de SDS-
PAGE (15% de acrilamida, 1 mm grosor) y una vez terminada la electroforesis fueron teñidos 
con tinción de plata (Silver Stain Pluis Kit. BIO-RAD), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
3.9. IDENTIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS SET, ANP32A Y ANP32B 
3.9.1. Identificación de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B 
Las proteínas SET, ANP32A y ANP32B fueron purificadas a partir de la fracción 1M de 
intercambio iónico de citoplasma de células Jurkat proliferantes no tratadas con formaldehido. 
Para ello, las proteínas de la fracción 1M (del orden de 70 μg) fueron separadas por SDS-PAGE 
(15% acrilamida, 0,75 mm grosor), teñidas con Coomassie, y cortadas las bandas de proteína 
correspondientes al tamaño molecular de SET, ANP32A y ANP32B. La identificación fue 
realizada mediante la separación por SDS-PAGE de alícuotas de las bandas, al igual que se hizo 
con los complejos de la ProTα, y visualizadas mediante tinción de Coomassie o analizadas por 
immunowestern blot con los anticuerpos anti-SET, anti-ANP32A y anti-ANP32A/B 
respectivamente (mediante transferencia en condiciones estándar como se describe en el 
punto 3.6). 
3.9.2. Electroelución de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B 
Alícuotas (del orden de 70 μg cada una) de la fracción 1M de intercambio iónico de 
citoplasma de células Jurkat no tratadas con formaldehido fueron separadas por SDS-PAGE 
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(15% acrilamida, 0,75 mm grosor) y teñidas con una disolución de cobre que marca la posición 
de las proteínas de manera reversible (Lee et al., 1987). El gel una vez acabada la electroforesis 
fue lavado brevemente con agua, incubado con la disolución de cobre (0,3 M CuCl2) durante 10 
minutos y lavado de nuevo con agua. A continuación, las bandas de las proteínas SET, ANP32A 
y ANP32B fueron cortadas, lavadas con 0,25 M Tris pH 9; 0,25 M EDTA para eliminar los restos 
de la tinción de cobre y utilizadas para la electroelución. 
Para la electroelución se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, las 
bandas (5 bandas de cada proteína) fueron cortadas en fragmentos de unos pocos milímetros, 
depositadas en los correspondientes tubos acoplados a una membranas de un poro de 12 kDa, 
electroeluidas con tampón de electroelución conteniendo 0,05% SDS en el cátodo y el mismo 
tampón sin SDS en el ánodo, durante 4 horas a 50 mA y 25°C, y finalmente electrodializadas en 
la misma carcasa de electroelución con el tampón sin SDS durante toda la noche a 20 mA y 4°C 
(Model 422 Electro-Eluter, BIO-RAD). 
Las proteínas ya electroeluidas fueron recogidas, concentradas por liofilización y 
estimadas sus concentraciones a partir de cantidades conocidas de BSA mediante un análisis 
densitométrico (software Quantity One de BIO-RAD) de un gel de SDS-PAGE teñido con 
Coomassie. 
 
3.10. ESPECTROMETRÍA DE MASAS 
Los complejos de la ProTα y las proteínas SET, ANP32A y ANP32B purificadas y 
contenidas en las bandas teñidas con Coomassie en geles de SDS-PAGE se analizaron mediante 
espectrometría de masas MS/MS en trampa iónica por nLC-ESI-Trampa (espectrómetro de 
masas AMAZON ETD de BRUKER), en el Servicio de Proteómica de la Universidad de Santiago 
de Compostela. 
Las bandas de los complejos de la ProTα se procesaron de dos formas diferentes 
previamente al análisis de espectrometría de masas. Así, las bandas de los complejos 
purificados y teñidos con Coomassie (punto 3.7) fueron cortadas en dos fragmentos iguales, 
uno antes del análisis de MS/MS se sometió a tratamiento térmico (a 100°C en 100 μl de agua 
MilliQ durante 90 minutos) para propiciar la ruptura de los enlaces de formaldehido 
previamente a la digestión con tripsina, y el otro fue sometido directamente al tratamiento 
con tripsina para su posterior análisis espectrométrico. 
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Además, se analizaron por espectrometría de masas las diferentes bandas en que se 
desdoblan los complejos de la ProTα en células en proliferación después del tratamiento 
térmico, que se describe en el punto 3.8. 
Las bandas purificadas y teñidas con Coomassie de las proteínas SET, ANP32A y 
ANP32B procedentes de extractos de células no tratadas con formaldehido se analizaron 
directamente por MS/MS. 
 
3.11. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
La cuantificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα, anti-SET, anti-
ANP32A y anti-ANP32A/B en los diferentes fraccionados fue determinada mediante un análisis 
densitométrico (software Quantity One de BIO-RAD) de los respectivos immunowestern blot, 
utilizando como referencia los análisis densitométricos de blots de cantidades conocidas de las 
proteínas ProTα, SET, ANP32A y ANP32B analizadas en paralelo. 
 
3.12. ISOELECTROENFOQUE 
El fraccionado 1M de intercambio iónico de extracto citoplasmático de células Jurkat 
proliferantes tratadas con formaldehido (200 μg por canal) fue separado por 
isoelectroenfoque. Este se llevó a cabo según lo descrito en trabajos previos (Franco et al., 
1992). Brevemente, las muestras fueron aplicadas en láminas PAG con un rango de pH 3,0-9,0 
(GE Healthcare BioSciences) y separada 2,5 horas (2000 V, 25 mA, 25 W), usando una LKB 
Multiphor isoelectric focusing cell temostatizada a 10°C. El gel de isoelectroenfoque fue fijado 
con ácido tricloroacético/sulfosalicílico y teñido con Azul Brillante de Coomassie G. 
 
3.13. FPLC DE INTERCAMBIO IÓNICO 
Una alícuota (del orden de 8 mg) de extracto citoplasmático de células Jurkat tratadas 
con formaldehido fue cromatografiado mediante FPLC (Fast Protein liquid chromatography) en 
un aparato AKTA FPLC (Pharmacia) acoplado a una columna de intercambio iónico Mono Q de 
5 ml (Pharmacia), siguiendo las indicaciones del fabricante. La cromatografía se realizó a un 
flujo constante de 1 ml/minuto. La columna fue lavada y equilibrada con el tampón de 
equilibrado. Después, la muestra fue centrifugada (1.500xg, 10 minutos, 4ºC), filtrada (0,22 
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μm) y cargada en la columna. Se recogió el volumen vacio y se lavó la columna con 5 ml de 
tampón de equilibrado. Finalmente, se realizó una elución continua con tampón de equilibrado 
conteniendo NaCl hasta una concentración final de 1 M, recogiéndose 70 fracciones de elución 
de 0,5 ml cada una. 
Alícuotas de las fracciones (60 μl) fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y 
teñidas con Coomassie (como se describe en el punto 3.4) o analizadas por immunowestern 
blot con anti-ProTα, anti-SET y anti-ANP32A/B (mediante transferencia en condiciones 
específicas para proteínas ácidas como se describe en el punto 3.6). 
 
3.14. CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN MOLECULAR 
Alícuotas (del orden de 6 mg) de extracto citoplasmático de células Jurkat no tratadas 
con formaldehido fueron cromatografiadas en una columna Superdex 200 10/300 GL (Tricorn, 
High Performance Columns Amersham) en tampón de filtración molecular a un flujo de 0,45 
ml/minuto. Se recogieron 19 fracciones de 1 ml hasta un volumen final de elución de 19 ml. 
Las últimas 10 fracciones fueron concentradas por liofilización, resuspendidas en agua (200 μl) 
y determinadas sus concentraciones por el test de Bradford (Bradford, 1976). 
Las fracciones concentradas (20 μg de cada una) fueron separadas por SDS-PAGE (15% 
acrilamida) y analizadas por immunowestern blot con anti-CT-ProTα, anti-SET y anti-ANP32A/B 
(mediante transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en 
el punto 3.6). 
 
3.15. ENSAYOS DE COINMUNOPRECIPITACIÓN 
Los ensayos de coinmunoprecipitación en extractos citoplasmáticos (2 mg) de células 
Jurkat no tratadas con formaldehido se realizaron con 20 μg de los anticuerpos anti-CT-ProTα, 
anti-SET, anti-ANP32A, anti-ANP32A/B y anticuerpo preinmune acoplados a proteína G 
inmovilizada en agarosa (20 mg) según el protocolo descrito por Harlow & Lane, 1988. 
Brevemente, el acoplamiento a proteína G-agarosa se llevó a cabo en PBS durante 1 h a 4°C 
con agitación suave. A continuación, los complejos anticuerpo-proteína G fueron lavados con 
tampón borato, se les añadió dimetilpimelimidato (DMP) a una concentración final de 20 mM 
en el mismo tampón para una unión covalente y se incubaron durante 30 minutos con 
agitación. Finalmente, la reacción de acoplamiento se detuvo mediante la incubación con 0,1 
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M Tris-HCl pH 8, seguida de 2 lavados con tampón NET y resuspensión en PBS. Los complejos 
fueron obtenidos por centrifugación a 420xg durante 1 minuto. 
En la inmunoprecipitación la muestra de extracto citoplasmático fue incubada primero 
con el anticuerpo preinmune acoplado a proteína G durante 2 horas a 4°C con agitación y a 
continuación, con el correspondiente anticuerpo (anti-CT-ProTα, anti-SET, anti-ANP32A y anti-
ANP32A/B) durante toda la noche a 4°C con agitación suave. Pasado ese tiempo, la mezcla de 
incubación se centrifugó (420xg durante un minuto) y los sedimentos resultantes, junto con los 
obtenidos de la incubación con el anticuerpo preinmune, fueron lavados 2 veces con tampón 
NET y 2 veces con PBS (5 minutos a 25°C con agitación). Los inmunoprecipitados se eluyeron 
con 40 μl de tampón de muestra 1,5X; se calentaron a 100°C durante 5 min y se microfugaron. 
Los inmunocomplejos obtenidos y una alícuota (30 μg) del extracto citoplasmático 
fueron separados por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizados mediante immunowestern blot. 
Los inmunocomplejos precipitados con anti-CT-ProTα fueron inmunodetectados con los 
anticuerpos anti-SET, anti-ANP32A y anti-ANP32A/B (mediante transferencia en condiciones 
estándar), y los inmunoprecipitados con anti-SET, anti-ANP32A y anti-ANP32A/B fueron 
inmunodetectados con anti-CT-ProTα (mediante transferencia en condiciones específicas para 
proteínas ácidas como se describe en el punto 3.6). 
 
3.16. CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD A ProTα 
A la matriz de la columna de cromatografía Sepharosa 4B preactivada con CNBr se le 
acopló la ProTα purificada de timo de ternera (Franco et al., 1992) según el procedimiento 
recomendado por el fabricante a una concentración de 1 mg proteína/ml de matriz. La eficacia 
del acoplamiento, que fue determinada por ensayo colorimétrico de la proteína no ligada 
(Bradford, 1976), fue siempre superior al 85%. 
Una alícuota (15 mg) de extracto citoplasmático de células Jurkat no tratadas con 
formaldehido fue cromatografiada a través de 1 ml de matriz de ProTα-Sepharosa depositada 
en una columna y equilibrada en tampón de afinidad. Se recogió la fracción no retenida y se 
lavó la columna con el tampón afinidad conteniendo 0,15 M NaCl. Finalmente, la fracción de 
alta afinidad a la ProTα fue eluida con tampón de afinidad conteniendo 1 M NaCl, concentrada 
y dializada contra tampón de afinidad mediante centrifugación en concentradores Amicon 
(límite de exclusión de 10 kDa), y determinada su concentración por el test de Bradford 
(Bradford, 1976). 
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Alícuotas de la fracción de alta afinidad a la ProTα y de extracto citoplasmático (50 μg 
de cada uno) fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y respectivamente analizadas 
por immunowestern blot con anti-SET, anti-ANP32A y anti-ANP32A/B (mediante transferencia 
en condiciones estándar como se describe en el punto 3.6). 
 
3.17. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPÍA CONFOCAL 
Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia de las células Jurkat se siguió el 
protocolo de Tinari et al., 2008. Brevemente, las células (5·105) fueron centrifugadas (900xg, 5 
minutos), lavadas con PBS y fijadas con 3,7% paraformaldehido en PBS (5 ml) durante 15 
minutos a 25°C. Después, fueron lavadas 2 veces con PBS, resuspendidas en 20 μl PBS y 
depositadas sobe cubreobjetos previamente tratados con poli-L-Lisina (0,1 mg/ml). Después de 
30 minutos a 25°C, fueron lavadas con PBS y permeabilizadas con 0,2% Tritón X-100 en PBS 
durante 2 minutos. Se lavaron de nuevo con PBS 3 veces y se incubaron con 3% BSA en PBS 
durante 1 hora a 25°C.  
Los anticuerpos primarios fueron diluidos en 3% BSA en PBS (ver tabla) y la incubación 
se llevó a cabo durante 1 hora a 25°C. Después de 4 lavados con PBS, se añadieron los 
anticuerpos secundarios diluidos en 3% BSA en PBS, incubándolos durante 45 minutos a 25°C 
en oscuridad. Los núcleos fueron teñidos con DAPI diluido (0,2 μg/ml) en la mezcla de 
incubación de los anticuerpos secundarios. 
Finalmente, se lavaron 2 veces con PBS, se añadió una gota de Mowiol 4-88 a los 
cubreobjetos y estos se montaron en el portaobjetos para su observación en un microscopio 
confocal espectral Leica TCS-SP2 con software Leica, y la captura de imágenes se realizó con 
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anti-conejo (d: 1/5.000) 
(Alexa 488) 
ANP32A y ANP32B 
anti-ANP32A/B 
(d: 1/250) 





anti-cabra (d: 1/5.000) 
(Alexa 594) 
 
3.18. ENSAYOS DE ACTIVIDAD APOPTÓTICA 
3.18.1. Preparación de extractos de células Jurkat apoptóticas 
Las células Jurkat inducidas a apoptosis con estaurosporina o actinomicina D como se 
decribe en el punto 3.1.7 fueron lisadas siguiendo el protocolo descrito por Liu & Wang, 2000. 
Brevemente, las células fueron recolectadas de los cultivos por centrifugación (900xg, 10 
minutos, 4°C), lavadas dos veces con PBS frio y resuspendidas en 5 volúmenes de tampón de 
lisis de células Jurkat apoptóticas a 4°C. Tras 30 minutos en hielo, la resuspensión celular fue 
homogeneizada en un potter, centrifugada (900xg durante 10 minutos a 4°C) y 
posteriormente, el sobrenadante fue ultracentrifugado (100.000xg durante 1 hora a 4°C) para 
obtener el extracto citoplasmático. La concentración de los extractos se determinó por el test 
de Bradford (Bradford, 1976). 
3.18.2. Ensayos de la actividad caspasa 9 y caspasa 3 
Las actividades caspasa 9 y 3 de los extractos citoplasmáticos obtenidos por el 
procedimiento descrito en el apartado anterior se ensayaron in vitro en una mezcla de 
reacción conteniendo 20 µg de extracto citoplasmático, los sustratos fluorogénicos de la 
caspasa 9 (LEHD-AMC) o de la caspasa 3 (DEVD-AMC) a una concentración final de 25 µM y 
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tampón de ensayo de actividad de la caspasa 9 (adaptado de Zou et al., 2003) o tampón de 
ensayos de la actividad de la caspasa 3 (adaptado de Genini et al., 2000) respectivamente 
hasta completar un volumen final de 100 μl. 
Las mezclas de reacción se incubaron a 37°C durante el tiempo indicado en cada caso y 
la actividad de las caspasas 9 y 3 fue determinada en un fluorímetro F-2000 (HITACHI) a partir 
de la intensidad de la fluorescencia generada (excitación a 360 nm – emisión a 460 nm) por el 
resto fluorocrómico liberado tras la rotura del respectivo sustrato sintético. 
3.18.3. Extracción de DNA y electroforesis 
Las células apoptóticas fueron lisadas para extraer el DNA y comprobar su 
fragmentación nucleosómica según el procedimiento descrito por Labrada et al., 2002. 
Brevemente, las células se resuspendieron (3,3·107 células/ml) en tampón TE con 1% SDS, se 
les añadió NaCl a una concentración final de 1M y se dejaron 12 horas a 4°C. Después se 
centrifugaron (10.000xg, 10 minutos), se recogió el sobrenadante, se ajustó la concentración 
de SDS a 0,5% y se incubó con proteinasa K y RNasa A a una concentración final de 200 μg/ml y 
50 μg/ml durante 1 hora a 37°C. Seguidamente, el DNA fue extraído con un volumen de 
fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y precipitado con 2 volumenes de etanol 100% durante 5 
minutos a 25°C. Se microcentrifugó durante 5 minutos y se resuspendió con 20 μl de TE con 50 
μg/ml RNasa A.  
El DNA recuperado fue visualizado mediante electroforesis en un gel de 1,5% agarosa 
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1- ESTABILIZACIÓN DE LAS INTERACCIONES TRANSITORIAS DE LA PROTα 
EN LINFOCITOS EN PROLIFERACIÓN MEDIANTE LA INDUCCIÓN DE 
ENLACES CRUZADOS CON FORMALDEHIDO 
El estudio de componentes celulares que forman parte de complejos resultantes de 
interacciones proteína-proteína débiles o transitorias es difícil de abordar únicamente con el 
uso de técnicas bioquímicas clásicas, dado que estos componentes pueden perderse en las 
condiciones de lavado usadas para eliminar las proteínas unidas inespecíficamente. Esto se 
puede evitar induciendo, previamente a la purificación de los complejos, la formación de 
enlaces covalentes entre sus componentes mediante el uso de moléculas co-enlazadoras 
(cross-linkers) que unan químicamente las proteínas de forma estable. Una de estas moléculas 
es el formaldehido. 
El formaldehido establece enlaces cruzados entre las proteínas a través de los grupos 
amino primarios de las lisinas y el nitrógeno del grupo amido del enlace peptídico. Además, 
presenta unas características que lo hacen útil para la identificación de interacciones proteína-
proteína: 
1. El formaldehido presenta una distancia corta de unión de solo 2Å, por lo que 
las proteínas que son ligadas deben de estar físicamente muy próximas. 
2.  Es permeable a las membranas celulares y bastante inespecífico, esto lo hace 
válido para la detección de un amplio rango de interacciones. 
3.  Es conocido que el formaldehido inactiva las enzimas casi inmediatamente a 
su adición a las células, manteniendo como si fuera una fotografía instantánea 
las interacciones que ocurren en el momento de la adición. 
4.  Una vez que la reacción de unión o cross-linking se completó, el producto 
puede ser sometido a condiciones no fisiológicas sin perder su estructura. 
5.  Las uniones o cross-links son reversibles, lo que permite un análisis posterior 
de los componentes del complejo. 
6. El procedimiento de tratamiento de las células con formaldehido es simple.  
Por estos motivos se usó el formaldehido para la estabilización de las posibles 
interacciones de la ProTα con otras proteínas en células de mamíferos en proliferación. 
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El tratamiento con formaldehido para la formación de enlaces cruzados se realizó en 
células Jurkat, una línea celular de linfoma humano de células T, ya que, como se describe en la 
introducción, los linfocitos presentan una alta concentración de la ProTα. En el procedimiento 
se siguieron las indicaciones de trabajos previos en los que se llevaron a cabo experimentos 
similares para caracterizar interacciones entre proteínas, para luego analizar estos complejos 
por espectrometría de masas (Vasilescu et al., 2004; Huyen et al., 2004). Las células Jurkat en 
proliferación se incubaron con 1% de formaldehido (5·106 células/ml). A continuación, se 
lisaron las células para obtener los subfraccionados citosólico y nuclear, sus componentes 
fueron separados por SDS-PAGE y analizados, bien por tinción con Azul de Coomassie o 
determinada la presencia de la ProTα y de los posibles complejos de esta con otras proteínas 
por immunowestern blot. Esta inmunodetección se realizó usando dos anticuerpos policlonales 
anti-ProTα generados contra epitopos de su secuencia localizados en los segmentos N-
terminal: anti-NT-ProTα (secuencia epitopo 1-21) y C-terminal: anti-CT-ProTα (secuencia 
epitopo 95-109) y purificados por afinidad a ProTα-Sepharosa (como se describe en Material y 
Métodos 3.5). La utilización de los dos anticuerpos facilita una mejor inmunocaracterización y 
conocimiento de los complejos de la ProTα, y por otra parte, el uso de estos anticuerpos va a 
permitir diferenciar la presencia de la Timosina α1 (Tα1) y de la propia ProTα en los complejos, 
puesto que el anticuerpo anti-CT-ProTα no detecta a la Tα1 (Sarandeses et al., 2003). Además, 
una cuestión a tener en cuenta en los experimentos de western blot es la dificultad para 
retener a la ProTα en las membranas habitualmente usadas en estos análisis, debido a su 
pequeño tamaño (12,5 kDa) y carácter acídico (pI 3,55). Por ello, para la búsqueda de 
complejos de la ProTα se utilizó, además del procedimiento habitual, el procedimiento descrito 
previamente para transferir la ProTα (Covelo et al., 2006). Así, se realizó una transferencia 
específica de los diferentes fraccionados a membranas de nitrocelulosa activadas mediante el 
tratamiento con 1% glutaraldehido (como se describe en Material y Métodos 3.6). La figura 1 
muestra el resultado del análisis por SDS-PAGE de los componentes citoplasmáticos y 
nucleoplasmáticos de células tratadas y sin tratar con formaldehido, teñidos con Azul de 






Figura 1. Análisis electroforético e immunowestern blot anti-ProTα de los componentes en extractos 
citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat tratadas y no tratadas con formaldehido. 
Alícuotas de los extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat, tratadas o no tratadas 
con 1% formaldehido, fueron separados por SDS-PAGE (15% acrilamida) y teñidos con Azul de 
Coomassie o analizados por western blot con anti-CT-ProTα (transferencia en condiciones específicas 
para proteínas ácidas como se describe en Materiales y Métodos 3.6). Paralelamente se analizaron 
marcadores de peso molecular que se indican en kDa. La flecha indica la movilidad de la ProTα. 
 
 
En la tinción con Azul de Coomassie se puede ver que las células Jurkat tratadas con 
formaldehido, debido a la capacidad de este para formar complejos estables entre proteínas, 
presentan un patrón de los componentes celulares diferente a las células sin tratar, 
apreciándose una clara disminución del número de bandas de proteína, una variación de los 
pesos moleculares de las mismas y una acumulación de material proteico de alto peso 
molecular en la cabeza del gel, más destacable en el caso del nucleoplasma. Este material 
presente en la cabeza del gel teñido con Coomassie podría corresponderse con grandes 
agregados proteicos mayores de 250 kDa que no logran penetrar en el gel de un tamiz de 
acrilamida del 15%, pero lo mismo sucede con geles de un menor tamiz de acrilamida del 8% 
(datos no mostrados). Los resultados no mostraron variación en el patrón de bandas cuando 
utilizamos una mayor concentración de formaldehido de 2% (datos no mostrados). 
El análisis por immunowestern de estos extractos usando el anticuerpo anti-CT-ProTα 
revela que solo entre los componentes citoplasmáticos de células Jurkat tratadas con 
formaldehido se aprecian complejos inmunoreactivos con anti-CT-ProTα con una movilidad 
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inferior a la propia ProTα. Similar resultado se obtuvo utilizando el anticuerpo anti-NT-ProTα 
(datos no mostrados). 
Dado que este análisis se realizó en geles del 15% de acrilamida se repitió el 
experimento de immunowestern blot empleando geles del 8% de acrilamida, para lograr una 
mayor migración de posibles complejos de la ProTα de mayor peso molecular, que no fuesen 
detectados en las condiciones anteriores. Los resultados no mostraron nuevos complejos 
inmunoreactivos a anti-CT-ProTα ni a anti-NT-ProTα diferentes a los anteriores tanto en el 
citoplasma como en el nucleoplasma (datos no mostrados). 
En cuanto a la localización casi exclusivamente citoplasmática de la ProTα, 
especialmente en las células no tratadas y aparentemente también en las células tratadas con 
formaldehido, se ha demostrado que entre esta ProTα citosólica se incluye también y 
mayoritariamente la ProTα de ubicación nuclear, que con el proceso extractivo, aunque se 
mantengan unas cuidadas condiciones isotónicas, se produce un inevitable vertido en el 
citoplasma de la ProTα nuclear en todo tipo de células de mamíferos (Manrow et al., 1991; 
Enkeman et al., 2000; Covelo et al., 2006). 
Para progresar en el estudio de los posibles complejos inmunoreactivos a anti-ProTα, 
con la finalidad de lograr un enriquecimiento en la cantidad de estos complejos de la ProTα y 
para ver si aparecen otros nuevos no detectables por su baja concentración, procedimos a 
separar los componentes citoplasmáticos y nucleoplasmáticos por cromatografía de 
intercambio iónico. La cromatografía se llevo a cabo mediante una elución secuencial con 
diferentes concentraciones de NaCl (0,2M; 0,5M y 1M) (como se describe en Material y 
Métodos 3.3).  
En el esquema de la figura 2 se resume el proceso de búsqueda de complejos de la 











Las concentraciones de proteína en los distintos extractos citoplasmáticos y 
nucleoplasmáticos de células Jurkat tratadas y sin tratar con formaldehido y sus fraccionados 
cromatográficos de intercambio iónico se presentan en la tabla 1. En la cuantificación se 
observa una notable diferencia en la concentración de proteína. El tratamiento con el 
formaldehido hace descender la concentración de la proteína soluble en un 60% en extractos 
citoplasmáticos y un 18% en nucleoplasmáticos. Diferencias que también se mantienen en los 













FRACCIONES CROMATOGRAFÍA HiTrap Q 


















7,8±1,13 1,05±0,21 0,33±0,12 1,69±0,50 0,07±0,01 
 
Tabla 1: Concentración de los fraccionados de las cromatografías de intercambio iónico HiTrap Q. 
Los subfraccionados celulares se cromatografiaron como se describe en Material y Métodos 3.3. La 
fracción NR es la fracción no retenida, y la 0,2M; 0,5M y 1M son las eluidas con tampón conteniendo la 
concentración indicada de NaCl. Todas las concentraciones se corresponden con medias±desviación 




El resultado del análisis por immunowestern blot con anti-CT-ProTα de los diferentes 
fraccionados obtenidos en la cromatografía de intercambio iónico de los subfraccionados 
citosólicos y nucleares de las células Jurkat tratadas o sin tratar con formaldehido se muestra 





Figura 3. Análisis por immunowestern blot con anti-CT-ProTα de los fraccionados de intercambio 
iónico de extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat sin tratar y tratradas con 
formaldehido. 
A) Immunowestern blot anti-CT-ProTα de fraccionados de citoplasma. 
Alícuotas de los distintos fraccionados eluidos con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M; 
0,5M y 1M de células Jurkat sin tratar (-) o tratadas (+) con formaldehido, fueron separadas por SDS-
PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-CT-ProTα (transferencia en condiciones 
específicas para proteínas ácidas como se describe en Materiales y Métodos 3.6). El canal 1´ (derecha 
del panel superior) se corresponde con una imagen con menos tiempo de revelado de la fracción 1M.  
B) Immunowestern blot anti-CT-ProTα de fraccionados de nucleoplasma. 
Alícuotas de los distintos fraccionados eluidos con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M; 
0,5M y 1M de células Jurkat sin tratar (-) o tratadas (+) con formaldehido, fueron separadas por SDS-
PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-CT-ProTα (transferencia en condiciones 
específicas para proteínas ácidas como se describe en Materiales y Métodos 3.6). 




De estos análisis se deduce la presencia de complejos inmunoreactivos al anticuerpo 
anti-CT-ProTα, especialmente ubicados en extractos citoplasmáticos, y se demuestra que la 
cromatografía de intercambio iónico fue muy eficaz en la concentración de los complejos, que 
se localizan exclusivamente entre los componentes más acídicos. Así, en la fracción 1M de 
citoplasma de células tratadas con formaldehido se observan siete complejos inmunoreactivos 
a anti-CT-ProTα en el rango de 50 kDa a 20 kDa, cuya visualización está favorecida en el canal 
1´, correspondiente a un menor tiempo de revelado de los componentes eluidos con 1M NaCl. 
La presencia de estos complejos en la fracción 1M permite deducir que se tratan de complejos 
ácidos y por lo tanto las proteínas que acompañan a la ProTα pudieran ser también ácidas. Por 
el contrario, en el mismo análisis de las fracciones cromatográficas de nucleoplasma no se 
observa ningún complejo de la ProTα con movilidad inferior a 250 kDa, confirmándose lo 
observado en la figura 1. 
El análisis con el anticuerpo anti-NT-ProTα no reconoció nuevos complejos ni en el 
citoplasma ni en el nucleoplasma (datos no mostrados). Esta doble inmunodetección confirma 
la presencia de la ProTα en una serie de complejos solubles estabilizados por el formaldehido 
en células Jurkat en proliferación. 
Los mismos resultados se obtuvieron en el análisis por immunowestern blot con anti-
CT-ProTα y con anti-NT-ProTα de los fraccionados cromatográficos separados por SDS-PAGE en 
geles del 8% de acrilamida (datos no mostrados). No aparecieron nuevos complejos de mayor 
peso molecular tanto en las fracciones cromatográficas del citoplasma como del nucleoplasma 
que no pudiesen penetrar en el tamiz de un gel del 15% de acrilamida. 
Por otra parte, en análisis de immunowestern con una transferencia realizada en 
condiciones estándar, no acídicas, no aparecen nuevos complejos inmunoreactivos con anti-
CT-ProTα y con anti-NT-ProTα, y en los complejos de la ProTα en el rango de 35 kDa a 25 kDa 
se observa una mucha menor inmunoreactividad con los anticuerpos de la ProTα, 









2- PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPLEJOS 
INMUNOREACTIVOS CON ANTI-PROTα 
A continuación, iniciamos el estudio de los complejos solubles de la ProTα detectados 
mediante immunowestern blot en la fracción 1M de la cromatografía de intercambio iónico de 
citoplasma de células Jurkat tratadas con formaldehido. Primero, tratamos de establecer la 
correspondencia entre los complejos inmunodetectados y las proteínas presentes en los 
componentes de la fracción 1M separada por SDS-PAGE y teñida con Coomassie.  
En la figura 4A se presenta la correspondencia entre las bandas de proteínas teñidas 
con Coomassie (asignadas como C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 y C10) y los respectivos 
complejos de la ProTα inmunoreactivos según su movilidad electroforética. Para corroborar la 
correspondencia, las bandas indicadas en el gel teñido con Coomassie fueron fraccionadas en 
tres partes iguales y cada una separada por SDS-PAGE para una respectiva tinción con 
Coomassie o análisis por immunowestern blot con anti-CT-ProTα y anti-NT-ProTα. En la figura 
4B se puede observar el resultado de este análisis, del que se deduce que de las diez bandas de 
proteína analizadas solo seis fueron inmunoreactivas con ambos anticuerpos (C2, C5, C6, C7, 
C8 y C9), mientras que las bandas C1, C3, C4 y C10 no presentaron inmunoreactividad, bien por 
su baja concentración o por una baja inmunoreactividad en la fracción 1M. De acuerdo a su 
movilidad a estos seis complejos inmunoreactivos con anti-ProTα les asignamos los siguientes 







Figura 4. Análisis de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα de la fracción 1M de intercambio 
iónico de citoplasma de células Jurkat tratadas con formaldehido. 
A) Identificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-CT- ProTα  
Alícuotas de la fracción 1M del extracto citoplasmático de células Jurkat tratadas con formaldehido 
fueron separadas en paralelo por SDS-PAGE para su tinción con Coomassie o para su análisis por 
immunowestern blot con anti-CT-ProTα. Se indica la correspondencia entre las bandas de proteína 
teñidas con Coomassie (C1 a C10) con los complejos del immunowestern. 
B) Purificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα 
Fragmentos de las bandas cortadas del gel teñido con Coomassie fueron separados por SDS-PAGE, 
teñidos con Coomassie o analizados por immunowestern blot con anti-CT-ProTα o anti-NT-ProTα (como 
se describe en Material y Métodos 3.7). 
 
 
Para continuar con el estudio de los complejos se trató de determinar si las bandas 
inmunoreactivas con anti-ProTα se correspondían con complejos proteínicos estabilizados por 
el tratamiento con formaldehido, incluyendo en este análisis la banda con la movilidad de la 
ProTα en la fracción 1M. Para ello, alícuotas (dos tercios) de las bandas fueron sometidas a 
tratamiento térmico para propiciar la ruptura de los enlaces cruzados del formaldehido y 
separadas por SDS-PAGE. Alícuotas (un tercio) de las mismas bandas sin tratamiento térmico 
fueron paralelamente separadas por SDS-PAGE en los mismos geles. 
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El tratamiento térmico, como se aprecia en la figura 5, provoca la liberación de 
componentes de menor peso molecular en todos los complejos (C2-40 kDa, C5-34 kDa, C6-30 
kDa, C7-28 kDa, C8-25 kDa y C9-22 kDa), y no en la banda con la movilidad de la ProTα. Lo que 
demuestra que estos complejos son el resultado de la asociación de varias proteínas con la 
ProTα. El patrón de proteínas observado en la figura 5 no varió aumentando el tiempo del 
tratamiento térmico (datos no mostrados). La identificación de las proteínas presentes en los 




Figura 5. SDS-PAGE de las bandas con inmunoreactividad a anti-ProTα con y sin tratamiento térmico.  
Alícuotas de las bandas de las proteínas indicadas con tratamiento térmico (+) o no tratadas (-) 
correspondientes a los complejos inmunoreactivos con anti-ProTα fueron separadas por SDS-PAGE y 
teñidas con tinción de plata (como se describe en Material y Métodos 3.8). Paralelamente se analizaron 
marcadores de peso molecular que se indican en kDa. 
 
 
2.1- Identificación de los componentes en los complejos de la ProTα 
La caracterización de las proteínas que se asocian a ProTα en los complejos fue 
realizada por espectrometría de masas. Teniendo en cuenta que se trata de complejos 
proteicos con enlaces cruzados de formaldehido, el análisis se llevó a cabo a partir de los 
complejos purificados por SDS-PAGE, bien sometiendo el respectivo fragmento de acrilamida 
que los contiene a tratamiento térmico, para propiciar la ruptura de los enlaces de 
formaldehido, previamente al tratamiento con tripsina, o bien sometiendo los fragmentos 
directamente a la tripsinolisis. Además, se analizaron por espectrometría de masas las 
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diferentes bandas en que se desdoblan los complejos después del tratamiento térmico, que se 
muestran en la figura 5. 
Los análisis (mostrados en la figura 1 del Anexo) indicaron que tanto las muestras 
sometidas a tratamiento térmico como las no tratadas presentaban los mismos componentes. 
Se encontraron solamente pequeñas diferencias en la espectrometría de alguna de las 
proteínas de los complejos, referidas a un ligero incremento del score y del número de 
péptidos identificados en muestras con tratamiento térmico. 
Los resultados se resumen en la tabla 2, en la que se muestran los complejos 
inmunoreactivos con anti-ProTα ordenados por su movilidad electroforética en kDa y las 
proteínas identificadas en cada complejo dispuestas de mayor a menor score (siempre 
superior a 75). 
El análisis espectrométrico de las bandas de los diferentes componentes de los 
complejos mostrados en la figura 5 (en la figura 2 del Anexo se muestran el análisis del 
complejo 40 kDa) reveló que las diferentes bandas liberadas por el tratamiento térmico de 
cada complejo se corresponden con asociaciones parciales de las proteínas del complejo 
original. Las bandas con la misma movilidad que la no tratada térmicamente presentan la 
misma composición que estas. Por lo que parece que con el tratamiento térmico no se 
consigue la completa reversión de los enlaces cruzados inducidos por el formaldehido. 
A la vista de la composición de los seis complejos analizados llama la atención la 
presencia preponderante en estos complejos de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B, 
especialmente estas dos últimas, de manera que en cuatro de los seis complejos aparecen 
ambas ANP32A y ANP32B (complejos 30 kDa, 28 kDa, 25 KDa), o bien una de ellas ANP32A 
(complejo 34 kDa), mientras que SET aparece en los complejos 40 kDa y 22 kDa. 
La proteína SET (también denominada PHAPII, TAF-I, I2
PP2A) y las proteínas de la familia 
ANP32: ANP32A (también denominada PHAPI, pp32, I1
PP2A) y ANP32B (también denominada 
PHAPI2, April) son proteínas multifuncionales de ubicación tanto citoplasmática como nuclear 
(Fan et al., 2003; Kato et al., 2011; Matilla & Radrizzani, 2005; Brennan et al., 2000). Las 







Tabla 2. Resumen de los resultados de Espectrometría de MS/MS en trampa iónica de los complejos 







Figura 6. Secuencias de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B humanas. 
 
 
Se tratan de proteínas estructuralmente relacionadas con la ProTα: amplia región 
acídica central, señal cariofílica y lugares de fosforilación (Ser y Thr) en su secuencia. Esta 
región de residuos de aminoácidos ácidos les confiere un pI muy bajo: 4,1 de SET; 3,8 de 
ANP32A y 3,8 de ANP32B. 
La relación estructural les confiere, además, una importante similitud funcional de SET, 
ANP32A y ANP32B con la ProTα, especialmente como factores moduladores de la cromatina, 
funcionando como chaperonas de histonas facilitando la remodelación de los nucleosomas 
(Kato et al., 2011; Matilla & Radrizzani, 2005; Tochio et al., 2010), y también relacionadas con 
la modificación estructural de histonas. Así, se ha descrito la capacidad de un complejo de SET-
Resultados 
 81 
ANP32A (complejo INHAT) para regular la acetilación de las histonas (Seo et al., 2001; Seo et 
al., 2002). 
Además de estas coincidencias en actividades funcionales de localización nuclear, hay 
que añadir que se han descrito las asociaciones de SET y ANP32A en actividades 
citoplasmáticas relacionadas con la apoptosis (Fan et al., 2003; Jiang et al., 2003; Fan et al., 
2006; Qi et al., 2010), en algunas de las cuales la ProTα parece también estar implicada por 
mecanismos desconocidos en los que interviene también la ANP32A (Jiang et al., 2003; Qi et 
al., 2010). La ANP32B se ha relacionado también con la apoptosis (Roth et al., 2001; Shen et 
al., 2010), aunque en un mecanismo no relacionado con SET, ANP32A o la ProTα. 
Por lo tanto, con la caracterización de estos complejos se demuestra por primera vez 
asociaciones in vivo de la ProTα con estas proteínas, que pudieran estar relacionadas con 
funciones comunes en la actividad biológica de las células Jurkat. 
Respecto a las demás proteínas identificadas en los diferentes complejos, permiten 
relacionar, al menos a cuatro de los complejos: 40 kDa, 34 kDa, 30 kDa y 25 kDa, con 
actividades multifuncionales de ubicación citoplasmática, que de acuerdo con las actividades 
descritas para estas proteínas se corresponderían con mecanismos de proliferación, 
supervivencia y movilización de componentes celulares, tal es el caso de la β-actina (Lodish et 
al., 2013) y la proteína relacionada con MARCKS (Sundaram et al., 2004) del complejo 40 kDa. 
A esta propiedad responde la presencia de la subunidad α tipo 1 del proteasoma (Elenich et 
al., 1999), la proteína de unión al subcomponente Q1 del complemento (McGee et al., 2011) y 
la propia β-actina en el complejo 34 kDa, aunque la presencia de la proteína mitocondrial 
transportadora de fosfato (Leung et al., 2008) en este complejo parece indicar una 
funcionalidad ligada a la actividad mitocondrial. 
La presencia de la ADP/ATP traslocasa 2 mitocondrial (Liu & Chen, 2013) y la subunidad 
α tipo 3 del proteasoma (Elenich et al., 1999) en el complejo 30 kDa, complejo que aparece en 
una mayor concentración que el de 34 kDa, denotaría una más preponderante función de 
localización citoplasmática–mitocondrial de los componentes de este complejo. 
En cuanto al complejo de 25 kDa, la presencia de la proteína Rab-11A relacionada con 
Ras, implicada en la regulación del transporte entre membranas intracelulares de localización 
citoplasmática (Hutagalung & Novick, 2011), asociada a ANP32A, ANP32B y la ProTα, parece 
indicar también una función relacionada con la actividad citoplasmática en las células Jurkat. 
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Los complejos 28 kDa y 22 kDa, debido a las respectivas asociaciones exclusivas de 
ANP32A, ANP32B (en 28 kDa) y SET (en 22 kDa) con la ProTα, podrían relacionarse con 
actividades de localización citoplasmática y/o nuclear bien de carácter multifuncional o 
unifuncional. 
Estos resultados ponen de manifiesto la eficacia del formaldehido para estabilizar las 
interacciones de la ProTα con proteínas en células en proliferación. Asociaciones que derivan 
en la aparente formación de seis tipos diferentes de complejos, que tienen entre sus 
principales características su fuerte carácter acídico, que le confiere una baja masa molecular 
aparente electroforética. La no detección de complejos de la ProTα de aparente ubicación 
nuclear, relacionados con su demostrada interacción con histonas y otras proteínas 
relacionadas con la actividad de la cromatina, puede ser debida a la magnitud de los complejos 
que, tal como hemos demostrado previamente, presentan tamaños moleculares superiores a 
700 kDa (Covelo et al., 2006). 
 
2.2- Cuantificación del nivel celular de la ProTα de los complejos  
Una importante cuestión a resolver a continuación es establecer las proporciones del 
contenido celular de la ProTα implicada en las interacciones en los complejos descritos. 
Para conocer la cantidad de la ProTα que está presente en sus complejos solubles se 
realizó un estudio densitométrico de los diferentes análisis de immunowestern blot de los 
extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de Jurkat tratadas y no tratadas con 
formaldehido y sus fraccionados cromatográficos, como los presentados en las figuras 1 y 3.  
En la figura 7A se muestra la estimación de las concentraciones de la ProTα en 
extractos citoplasmáticos (118 ng/106células) y nucleoplasmáticos (6 ng/106células) de células 
Jurkat sin tratar con formaldehido, que se acompañan con la presentación de los niveles de la 
ProTα determinados en células tratadas con formaldehido: unos 39 ng/106células de ProTα no 
ligada a complejos y 10 ng/106células en los complejos solubles en extractos citoplasmáticos. 
Mientras que en los extractos nucleoplasmáticos se encontraron 2,2 ng/106células de ProTα 
libre y no se detecta su presencia en posibles complejos solubles. 
En la figura 7B se representan las concentraciones relativas a la ProTα total en el 
citoplasma y nucleoplasma de células no tratadas con formaldehido, tanto de la ProTα libre de 
localización citoplasmática y nucleoplasmática (33%), como de la ligada a complejos solubles 




abundancia relativa de los diferentes complejos solubles de la ProTα presentes en la fracción 




Figura 7. Cuantificación de la ProTα en células Jurkat tratadas y no tratadas con formaldehido. 
A) Concentración de la ProTα en los extractos citoplasmáticos y nucleplasmáticos de células Jurkat 
tratadas y no tratadas con formaldehido.  
El análisis densitométrico fue llevado a cabo como se describe en Material y Métodos 3.11. 
B) Concentración relativa de la ProTα en células Jurkat tratadas y no tratadas con formaldehido  
Concentraciones relativas al contenido total de la ProTα de la ProTα libre y ligada en complejos solubles 
en células tratadas con formaldehido. Analizadas tal como se indica en el panel A. 
C) Concentraciones relativas de los complejos solubles de la ProTα de la fracción 1M de extractos 
citoplasmáticos. 
La concentración de cada complejo de la ProTα fue relativizada a la concentración total de los complejos 
y representada en porcentaje.  




Estos datos confirman la predominante presencia de la ProTα en extractos citosólicos, 
debida a la descrita movilización al citoplasma de la ProTα nuclear durante el proceso 
extractivo en todo tipo de células, aún en condiciones isotónicas (Manrow et al., 1991; 
Enkeman et al., 2000; Covelo et al., 2006). 
El tratamiento con formaldehido provoca la disminución de más de la mitad de la 
ProTα total, probablemente atrapada en complejos nucleares insolubles. Del resto, la mayoría 
de la ProTα está libre (33%) y solo un 10% se corresponde con la ProTα ligada a los seis 
complejos descritos de preferente localización citoplasmática. Refiriéndonos a estos 
complejos, sobresale la abundancia relativa de los complejos 30 kDa y 28 kDa que representan 
un 53% y contienen las proteínas ANP32A y ANP32B, que también están presentes en el 
complejo 34 kDa (14%) y 25 kDa (8%), los cuales destacan sobre los complejos 40 kDa y 22 kDa, 
que contienen la proteína SET y suman un 25% del total de los complejos de la ProTα. 
El conjunto de estos resultados demuestra que solo una parte del contenido celular de 
la ProTα está implicada en las interacciones para constituir los complejos caracterizados, y, 
dadas las características de las proteínas presentes en estos complejos, estas interacciones 
parecen relacionarse con una función citoplasmática de la ProTα, especialmente relacionada 
con las actividades de SET, ANP32A y ANP32B. 
 
 
3- ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES IN VIVO DE LA PROTα CON LAS 
PROTEÍNAS SET, ANP32A Y ANP32B 
Para avanzar en la caracterización de las interacciones de la ProTα con las proteínas 
SET, ANP32A y ANP32B investigamos el comportamiento de estas proteínas en diferentes 
extractos de células Jurkat. Primero, analizando las capacidades de co-purificación de la ProTα 
con estas proteínas en extractos citoplasmáticos de linfocitos en separaciones 
cromatográficas, para después, pasar a demostrar la capacidad de coinmunoprecipitación y de 
afinidad a ProTα de SET, ANP32A y ANP32B, así como la localización celular de estas proteínas. 
 
3.1- Estudio de la co-purificación cromatográfica 
En primer lugar, se investigó el comportamiento de SET, ANP32A, ANP32B y de la 
propia ProTα en extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat tratadas y sin 
tratar con formaldehido realizando una cromatografía de intercambio iónico (como se describe 
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en Material y Métodos 3.3). Los diferentes fraccionados cromatográficos fueron analizados por 
immunowestern blot con los anticuerpos policlonales anti-SET y anti-ANP32A/B capaz de 




Figura 8. Análisis por immunowestern blot anti-SET y anti-ANP32A/B de los fraccionados de 
intercambio iónico de extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat sin tratar y 
tratradas con formaldehido. 
Alícuotas de los fraccionados de citoplasma y nucleoplasma eluidos con tampón (NR) o con tampón 
conteniendo NaCl 0,2M, 0,5M y 1M de células Jurkat sin tratar (-) o tratadas (+) con formaldehido, 
fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-SET y anti-
ANP32A/B (transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en 




En los blots se puede apreciar como la proteína SET en las células no tratadas con 
formaldehido tiene exclusivamente una localización citoplasmática. Dada su prominente 
función nuclear (Kato et al., 2011; Seo et al., 2001), puede ser, como ocurre con la ProTα, que 
su exclusiva localización citoplasmática se debiera a un vertido del núcleo al citosol durante el 
proceso extractivo. En cambio, las proteínas ANP32A y ANP32B en los extractos de células 
Jurkat no tratadas con formaldehido presentan una localización citoplasmática y nuclear, 
aunque la cuantificación de estas proteínas en los immunowestern blot indica que en el 
citoplasma la concentración de ambas es 20 veces superior a la del núcleo. 
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Además, se puede observar la co-purificación, en las fracciones 1M, de las proteínas 
SET, ANP32A yANP32B entre los componentes más acídicos de los extractos de las células 
Jurkat, lo que, tal como se muestra en la figura 3, implica también una co-purificación con 
parte del contenido celular de la ProTα. 
Del análisis de la figura 8 se deduce la coincidencia entre las movilidades de las 
proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres, de células no tratadas con formaldehido, con 
componentes inmunoreactivos con anti-SET y anti-ANP32A/B de las fracciones 1M de células 
tratadas, que a su vez, presentan movilidades coincidentes con complejos de la ProTα: 40 kDa, 
30 kDa y 28 kDa. Coincidencia que pasamos a estudiar. 
Para ello, nos propusimos purificar las proteínas SET, ANP32A y ANP32B entre los 
componentes acídicos que co-purifican en las fracciones eluidas con 1M NaCl en los extractos 
citoplasmáticos de células no tratadas con formaldehido, para compararlas con los 
componentes en la misma fracción 1M de citoplasma de células tratadas con formaldehido. 
Estos fraccionados fueron separados por SDS-PAGE y teñidos con Azul de Coomassie (Figura 
9A). Las bandas del fraccionado 1M de las células sin tratar con formaldehido en el entorno de 
las movilidades de 40 kDa y 30-25 kDa marcadas con un asterisco en el panel A de la figura 9 
(zonas de inmunoreactividad positiva con anti-SET y anti-ANP32A/B de la figura 8) fueron 
cortadas, purificadas y electroeluidas como se indica en Material y Métodos 3.9. Alícuotas de 
estas fueron separadas por SDS-PAGE y teñidas con Azul de Coomassie o analizadas por 
immunowestern blot con anti-SET, ANP32A y anti-ANP32A/B. El resultado de este análisis, 
indicado en la figura 9B, junto con la espectrometría de masas de estas bandas (datos no 
mostrados) permitió identificar a las proteínas purificadas como SET, ANP32A y ANP32B con 
unas movilidades respectivas de: 40 kDa, 30 kDa y 28 kDa. 
Como se deduce de la figura 9A, las movilidades de estas proteínas coinciden 
respectivamente con las de los complejos de la ProTα: C2-40 kDa, C6-30 kDa y C7-28 kDa. El 
análisis por immunowestern blot de los seis complejos de la ProTα indicados en la figura 9A, 
obtenidos por escisión de las bandas de dicho gel, usando anticuerpos anti-SET y anti-
ANP32A/B, mostrado en la figura 9C, confirmó la coincidencia de las movilidades de las 
proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres con los complejos: C2-40 kDa, C6-30 kDa y C7-28 kDa, 
respectivamente. Además, se confirma la presencia de SET en el complejo C9-22 kDa y de 
ANP32A y ANP32B en el complejo C8-25 kDa, así como una débil señal de ANP32A en el 
complejo C5-34 kDa, lo que coincide con los resultados de la espectrometría de masas. Estos 
resultados indican que la separación electroforética hace indistinguible la movilidad de las 
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proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres, no enlazadas a la ProTα, de las que, respectivamente, 




Figura 9. Purificación e identificación de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B en fracciones de células 
Jurkat sin tratar y tratadas con formaldehido. 
A) Análisis de la movilidad electroforética de los fraccionados 1M de citoplasma de células Jurkat sin 
tratar y tratradas con formaldehido. 
Alícuotas de los fraccionados 1M de citoplasma de células sin tratar (-) y tratadas (+) con formaldehido 
fueron separadas por SDS-PAGE y teñidas con Azul de Coomassie. En la fracción 1M (-) se indica con un 
asterisco la región cuyas bandas coinciden con la movilidad de SET, ANP32A y ANP32B. En la fracción 1M 
(+) se señalan las bandas de los complejos de la ProTα identificados. Paralelamente se analizaron 
marcadores de peso molecular que se indican en kDa. 
B) Análisis de las bandas de la misma movilidad que SET, ANP32A y ANP32B purificadas por 
electroforesis. 
Las bandas de las proteínas del gel de 1M (-) del panel A indicadas con asterisco se cortaron y sus 
proteínas se obtuvieron por elución electroforética. Alícuotas de estas proteínas fueron separadas por 
SDS-PAGE y teñidas con Azul de Coomassie (panel superior) o analizadas por immunowestern blot con 
anti-SET, anti-ANP32A o anti-ANP32A/B respectivamente (panel inferior) (como se describe en Material 
y Métodos 3.9). 
C) Análisis de las bandas de los complejos de la ProTα por immunowestern blot con anti-SET y anti-
ANP32A/B. 
Las bandas de proteína asignadas como complejos de la ProTα en el gel 1M (+) en el panel A se cortaron. 
Alícuotas de cada banda fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas por immunowestern con anti-SET 
(panel superior) o anti-ANP32A/B (panel inferior) (como se describe en Material y Métodos 3.7). 
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Llevamos a cabo, a continuación, un intento para separar y diferenciar las proteínas 
SET, ANP32A y ANP32B de sus complejos con la ProTα. Para esto se realizó una separación de 
estos componentes en extractos citoplasmáticos de células Jurkat tratadas con formaldehido 
por isoelectroenfoque (como se describe en Material y Métodos 3.12). El análisis no dio 
resultado, debido al muy bajo y estrecho rango de pI de estas proteínas (ProTα: pI 3,5; SET: pI 
4,1; ANP32A: pI 3,8 y ANP32B: pI 3,8) (datos no mostrados). Aparentemente el elevado 
carácter acídico de estas proteínas y de la propia ProTα no solo altera el tamaño molecular 
aparente de los complejos de la ProTα, tal como refleja su movilidad electroferética, si no que 
también dificulta su separación cromatográfica. 
En otro intento para separar y diferenciar estas proteínas de sus complejos 
procedimos a separar por FPLC de intercambio iónico mediante elución continua con NaCl un 
extracto citoplasmático de células tratadas con formaldehido. Alícuotas de las diferentes 
fracciones se analizaron por SDS-PAGE y se tiñeron con Azul de Coomassie o bien por 
immunowestern blot usando los anticuerpos anti-ProTα, anti-SET y anti-ANP32A/B. 
El resultado de este análisis se presenta en la figura 10. El panel A muestra el diagrama 
de elución por FPLC de un extracto citoplasmático de células Jurkat tratadas con formaldehido. 
En el panel B se recoge la separación por SDS-PAGE y tinción de Coomassie de alícuotas de las 
fracciones. De este análisis se deduce que los componentes con la movilidad electroforética de 
los complejos de la ProTα (ver figura 9A), cuyas posiciones se indican en el margen del panel B, 
eluyen entre los 17 y 23 ml. En los paneles C y D se presentan los análisis por immunowestern 
blot de las respectivas fracciones con anti-SET (panel C) y anti-ANP32A/B (panel D), los cuales 
indican la presencia esperada de SET en los complejos C2 y C9, y de ANP32A y ANP32B en los 
componentes marcados como C6 y C7. El immunowestern blot con anti-ProTα de los 17 a 23 ml 
(datos no mostrados) confirmó también la presencia de la ProTα entre los componentes con 
movilidad de C2, C6, C7 y C9.  
Por lo tanto, estos resultados nos indican que la cromatografía de alta resolución no 
permite tampoco separar entre si los componentes más acídicos de las células tratadas con 
formaldehido que coinciden con los principales complejos en los que se caracterizó la 
presencia de la ProTα con la proteína SET (C2 y C9) y con ANP32A y ANP32B (C6 y C7). Además, 
no se observa diferencias entre las movilidades de SET, ANP32A y ANP32B nativas, que puedan 







Figura 10. Análisis de la cromatografía de FPLC de intercambio iónico del citoplasma de células Jurkat 
tratadas con formaldehido. 
Una alícuota de citoplasma de células Jurkat tratadas con formaldehido fue separada por FPLC y su 
diagrama de elución se muestra en el panel A. Alícuotas de las fracciones cromatográficas recogidas 
fueron separadas por SDS-PAGE y teñidas con Coomassie (panel B) o analizadas por immunowestern blot 
con anti-SET (panel C) y anti-ANP32A/B (panel D) como se describe en Material y Métodos 3.13. 
Paralelamente se analizaron marcadores de peso molecular que se indican en kDa.  
 
 
Con todo ello, dos posibilidades pueden explicar el comportamiento de las movilidades 
electroforéticas de SET, ANP32A y ANP32B; que en las células tratadas con formaldehido no 
son detectables estas proteínas en estado libre y las detectables están unidas en los complejos 
con la ProTα, o bien las proteínas libres presentan las mismas movilidades que C2-40 kDa, C6-
30 kDa y C7-28 kDa. 
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Para contribuir a resolver esta cuestión y para confirmar las interacciones de la ProTα 
con SET, ANP32A y ANP32B realizamos experimentos en los que analizamos el 
comportamiento de estas proteínas en células Jurkat no tratadas con formaldehido. 
En primer lugar, separamos por filtración molecular de alta presión los componentes 
citoplasmáticos de células Jurkat no tratadas con formaldehido. El resultado de esta 
cromatografía en la que se hizo un seguimiento de la elución de la ProTα, SET, ANP32A y 
ANP32B mediante immunowestern blot de alícuotas de las diferentes fracciones, usando los 
anticuerpos anti-ProTα, anti-SET y anti-ANP32A/B, se presenta en la figura 11. De él se 
desprende que una parte del contenido celular de la ProTα en el citoplasma de células Jurkat 
coeluye con SET, ANP32A y ANP32B, principalmente entre los componentes de tamaño 
molecular en el rango de los 35 kDa-40 kDa, con un participación similar de las cuatro 
proteínas. En una proporción mucho menor se aprecia una coelución de la ProTα y SET entre 
los componentes del orden de los 150 kDa. 
Estos resultados parecen indicar que, además de la demostrada participación de una 
pequeña parte del contenido celular de la ProTα en los complejos (ver figura 7), solo una parte 







Figura 11. Análisis de la cromatografía de filtración molecular del citoplasma de células Jurkat no 
tratadas con formaldehido. 
El panel A muestra el patrón de elución de los marcadores de peso molecular indicados en la figura. 
Alícuotas de las fracciones indicadas fueron analizadas mediante immunowestern blot con anti-CT-
ProTα, anti-ANP32A/B y anti-SET (panel B) como se describe en Material y Métodos 3.14. 
 
 
3.2.- Cuantificación de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres y asociadas en los 
complejos 
Una importante cuestión a resolver en el estudio de las interacciones de la ProTα con 
SET, ANP32A y ANP32B es establecer las concentraciones celulares de estas proteínas, para así, 
poder ponderar las proporciones de estas proteínas que pudieran interaccionar con la ProTα. 
Con el mismo procedimiento seguido para cuantificar la ProTα libre y ligada a los complejos 
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(presentado en la figura 7) llevamos a cabo una cuantificación de SET, ANP32A y ANP32B 
mediante el análisis densitométrico de los immunowesterns de fraccionados de células Jurkat 
sin tratar y tratadas con formaldehido similares al presentado en la figura 8, en los que se 
analizaron paralelamente cantidades conocidas de estas proteínas identificadas como se indica 
en la figura 9B, y recuperadas y concentradas por electroelución (como se describe en Material 
y Métodos 3.9.2). 
En la figura 12 se presenta el histograma en el que se resume la cuantificación de estas 
proteínas en las células Jurkat en proliferación. De acuerdo con estos datos, aunque las 
concentraciones de SET, ANP32A y ANP32B son del orden de un 40% inferiores a la de la 
ProTα, los contenidos celulares de SET (67 ng/106 células), de ANP32A (62 ng/106 células) y de 
ANP32B (60 ng/106 células) son elevados, como corresponde a sus capacidades 
multifuncionales. Su papel similar al de la ProTα, de proteínas chaperonas de histonas con 
predominante localización nuclear (Kato et al., 2011; Matilla & Radrizzani, 2005; Tochio et al., 
2010) es el principal responsable de la abundante presencia de estas proteínas, especialmente 
en células de mamíferos en proliferación. Las elevadas concentraciones de las histonas core 
propician, por tanto una abundante presencia de estas proteínas ácidas implicadas en su 
movilidad y actividad celular. 
A juzgar por la distribución de estas proteínas en los extractos celulares, estas parecen 
comportarse como la ProTα. Es decir, se produce una salida del contenido nuclear de estas 
proteínas como consecuencia de su elevada permeabilidad a través de la membrana nuclear, 
acrecentada con el proceso extractivo. Las características estructurales de SET, ANP32A y 
ANP32B con señales cariofílicas (Kato et al., 2011; Matilla & Radrizzani, 2005; Tochio et al., 
2010) y con una gran región acídica central como indica su secuencia (figura 6), las asemeja a 
la ProTα y a su comportamiento en los extractos celulares. 
Como se muestra en la figura 12B, las concentraciones de SET, ANP32A y ANP32B que 
aparecen, bien libres o ligadas a complejos solubles después del tratamiento con formaldehido 
de las células Jurkat, es similar en las tres proteínas (en el rango de 45-34 ng/106 células) y del 
mismo orden que la concentración encontrada de la ProTα. Concentraciones que se 
corresponden principalmente con su contenido citoplasmático. 
Dada esta cuantificación y de acuerdo con la demostrada participación de parte del 
contenido celular de la ProTα en la formación de los complejos y lo encontrado en el 
experimento de la filtración molecular, parece que también solo una parte de las proteínas 
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SET, ANP32A y ANP32B debería de estar presente en los complejos. Pero la co-emigración en 
electroforesis de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres con los complejos 40 kDa, 30 kDa 
y 28 kDa, hace difícil de cuantificar las concentraciones de estas proteínas que se incluyen en 
estos complejos de la ProTα. Los que si se pueden cuantificar son los complejos 34 kDa, 25 kDa 
y 22 kDa (datos no mostrados), que presentan unas concentraciones de SET, ANP32A y 
ANP32B en estos complejos en el rango del 12% del respectivo contenido celular de estas 
proteínas. Este porcentaje es indicativo de una parcial participación de estas proteínas en los 
complejos 34 kDa, 25 kDa y 22 kDa de la ProTα, propiedad que, de acuerdo con nuestros 










Figura 12. Cuantificación de SET, ANP32A y ANP32B en células Jurkat tratadas y no tratadas con 
formaldehido.  
Concentración de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B en cálulas Jurkat no tratadas (A) y tratadas con 
formaldehido (B). El análisis densitométrico fue llevado a cabo como se describe en Material y Métodos 
3.11 de experimentos de immunowestern blot como el presentado en la figura 8. La concentracíon de la 










3.3- Estudio de las interacciones de la ProTα, SET, ANP32A y ANP32B mediante 
coinmunoprecipitación y afinidad a ProTα-Sepharosa 
Con la finalidad de corroborar la capacidad de la ProTα para formar in vivo los 
complejos citoplasmáticos estabilizados por los enlaces de formaldehido se llevaron a cabo 
experimentos de coinmunoprecipitación, en los que se trató de determinar si los principales 
componentes de los complejos: SET, ANP32A y ANP32B interactúan con la ProTα. Para ello, 
extractos citoplasmáticos de células Jurkat no tratados con formaldehido fueron 
inmunoprecipitados con los anticuerpos policlonales anti-SET, anti-ANP32A (que reconoce solo 
ANP32A), anti-ANP32A/B (que reconoce ANP32A y ANP32B) y anti-CT-ProTα. Los diversos 
inmunoprecipitados fueron separados por SDS-PAGE y sometidos a immunowestern blot con 
las diferentes combinaciones de anticuerpos indicadas en la figura 13, en la que se resumen los 








Figura 13. Análisis de coinmunoprecipitación de la ProTα, SET, ANP32A y ANP32B en citoplasma de 
células Jurkat no tratadas con formaldehido. 
Alícuotas de extractos citoplasmáticos fueron incubados primero con el anticuerpo preinmune, y 
después con los anticuerpos anti-CT-ProTα, anti-SET, anti-ANP32A o anti-ANP32A/B. El material 
inmunoprecipitado más el citoplasma crudo fueron separados por SDS-PAGE y analizados por 




Los resultados muestran la capacidad de la ProTα de coinmunoprecipitar con las 
proteínas SET, ANP32A y ANP32B de forma recíproca, puesto que con anti-CT-ProTα se forman 
inmunocomplejos en los que están presentes SET, ANP32A y ANP32B (aunque la proximidad 
de las movilidades de ANP32A y ANP32B con las cadenas ligeras de las IgGs dificulta la 
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visualización del inmnuprecipitado de estas proteínas), y con anti-SET, anti-ANP32A y anti-
ANP32A/B se detectan inmunocomplejos en los que está la ProTα. La cuantificación 
densitométrica de los western blots indica una coinmunoprecipitación parcial de las 
respectivas proteínas. Teniendo en cuenta la dificultad de establecer relaciones fiables debido 
a las características de inmunoreactividad de los anticuerpos, especialmente los de anti-ProTα, 
con anti-CT-ProTα coinmunoprecipita un 5% de SET, ANP32A y ANP32B; con anti-SET un 3% de 
la ProTα, con anti-ANP32A un 3,5% y con anti-ANP32A/B coinmunoprecipita un 4% de la 
ProTα. 
La capacidad de interacción de la ProTα con las proteínas SET, ANP32A y ANP32B 
también se estudió mediante cromatografía de afinidad a ProTα-Sepharosa. Así, extractos 
citoplasmáticos de Jurkat no tratadas con formaldehido se cargaron en una matriz de ProTα-
Sepharosa y los eluidos de alta afinidad fueron analizados por immunowestern blot con los 
anticuerpos anti-SET, anti-ANP32A y anti-ANP32A/B. 
El resultado de este análisis, figura 14, demuestra la capacidad de interacción de SET, 
ANP32A y ANP32B con la ProTα unida a Sepharosa. La densitometría de los immunowestern 





Figura 14. Análisis de la cromatografía de afinidad a ProTα-Sepharosa de citoplasma de células Jurkat 
no tratadas con formaldehido. 
Alícuotas del extracto citoplasmático (input) y del eluido de alta afinidad de Sepharosa-ProTα (1M NaCl) 
fueron separados por SDS-PAGE y analizados por immunowestern blot con los anticuerpos anti-SET, anti-
ANP32A y anti-ANP32A/B (como se describe en Material y Métodos 3.16). Paralelamente se analizaron 





Los datos de la cuantificación de la presencia de la ProTα en los complejos 
estabilizados por el formaldehido y de las proporciones en las que SET, ANP32A, ANP32B y la 
propia ProTα co-purifican en los experimentos de filtración molecular, coinmunoprecipitan o 
se unen a la ProTα en la cromatografía de afinidad, parecen confirmar que solo una parte del 
contenido celular de estas proteínas interaccionan entre si en el citoplasma de células Jurkat 
en proliferación. Esta circunstancia parece apoyar la idea de que las movilidades 
electroforéticas de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres, presentes en los extractos 
citoplasmáticos de células Jurkat tratadas con formaldehido, coincidirían en la separación 
electroforética con la movilidad de los complejos de la ProTα en los que estas proteínas están 
presentes: C2-40 kDa, C6-30 kDa y C7-28 kDa. 
No hay que descartar el papel que puedan tener las otras proteínas en la organización 
de los complejos de la ProTα, así como, su propia modificación covalente (fosforilación 
principalmente) en la parcial inclusión del contenido celular de SET, ANP32A, ANP32B y ProTα 
en los complejos identificados. 
 
3.4- Estudio de la citolocalización de la ProTα, SET, ANP32A y ANP32B mediante 
inmunofluorescencia 
Para contribuir al conocimiento de la función celular de las interacciones de la ProTα 
con SET, ANP32A y ANP32B en células en proliferación, determinamos la localización celular de 
estas proteínas mediante ensayos de inmunofluorescencia en células Jurkat en proliferación. 
En la figura 15 se demuestra que en células Jurkat estas proteínas tienen una localización 
mayoritariamente nuclear, con una escasa localización citoplasmática. En células HeLa la ProTα 
presenta una distribución similar (Moreira et al., 2013), y en cuanto a SET, ANP32A y ANP32B 
se ha demostrado una distribución similar en células HeLa y otros tipos celulares (Adachi et al., 
1994; Pan et al., 2009; Fries et al., 2007; Brennan et al., 2000). Esto significa que solo una 
pequeña parte de estas proteínas participan en la función citoplasmática de las células en 
proliferación.  
Esta distribución celular de la ProTα y de los principales componentes de los 
complejos: SET, ANP32A y ANP32B, concuerda con la localización citoplasmática de al menos 4 
de los 6 complejos estabilizados por el formaldehido, y con el porcentaje, en el rango del 10%, 
que del contenido celular de estas proteínas se incluyen en los complejos caracterizados en las 
células Jurkat en proliferación. La mayoritaria localización nuclear de estas proteínas en estas 
células, funcionando como chaperonas de histonas y formando complejos de alto peso 
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molecular con otras proteínas nucleares implicadas en la remodelación de la cromatina, 
justificaría el alto porcentaje de la ProTα encontrado en forma insoluble, así como, de SET, 
ANP32A y ANP32B, debido a la magnitud y masa molecular aparente de los complejos 
estabilizados por el formaldehido que forman estas proteínas con las histonas y otras 
proteínas relacionadas con su actividad nuclear, tal como demostramos con la ProTα (Covelo 
et al., 2006). En este sentido no se puede descartar que otros complejos de la ProTα de 
localización citoplasmática pudieran no ser detectadas por las mismas circunstancias.  
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Figura 15. Estudio de la localización subcelular de la ProTα, SET, ANP32A y ANP32B en células Jurkat 
mediante microscopía de inmunofluorescencia. 
Las células Jurkat fueron fijadas y sometidas a inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos anti-
NT-ProTα (verde), anti-ANP32A/B (verde), anti-ANP32A (rojo) y anti-SET (verde) como se describe en 
Material y Métodos 3.17. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). La imagen merge consiste en una 
superposición de las otras 2. Cada experimento se realizó, al menos, 3 veces y las células mostradas en 
las imágenes son representativas de los efectos observados para las condiciones ensayadas. 
Resultados 
 101 
4- ESTUDIO DE LA TRANSCENDENCIA BIOLÓGICA DE LAS INTERACCIONES 
DE LA PROTα CON LAS PROTEÍNAS SET, ANP32A Y ANP32B 
A fin de conocer la transcendencia que en la actividad celular pudieran tener las 
interacciones de la ProTα que hemos caracterizado en células en proliferación investigamos la 
evolución de estas interacciones. Primero, en células en las que se ha inducido el descenso de 
la actividad proliferativa por privación de suero en el medio de cultivo, y luego en células en las 
que se ha promovido la apoptosis, dado que la función citoplasmática descrita para la ProTα se 
relaciona con su implicación en este proceso (Jiang et al., 2003, Qi et al., 2010). 
 
4.1- Estudio de las interacciones de la ProTα en células con baja actividad proliferativa 
Las células Jurkat en proliferación (1-1,5·106 células/ml) fueron mantenidas en medio 
de cultivo sin suero durante 60 horas para reducir su actividad proliferativa (como se describe 
en Material y Métodos 3.1.6), al cabo de las 60 horas el crecimiento celular se detiene casi 
totalmente y el número de células se estabiliza (1,5-1,7·106 células/ml). Después, las células 
fueron tratadas con formaldehido y lisadas para obtener los componentes citoplasmáticos y 
nucleoplasmáticos, para su análisis por immunowestern blot con anti-CT-ProTα. El resultado de 
este análisis que se muestra en la figura 16A indica, como en las células en proliferación, una 
localización predominantemente citoplasmática de la ProTα y de sus complejos estabilizados 
por el formaldehido. 
A continuación, como se hizo con los extractos de las células en proliferación, se 
procedió a la separación de los extractos celulares mediante cromatografía de intercambio 
iónico con elución discontinua. Los distintos fraccionados recogidos fueron separados por SDS-
PAGE y teñidos con Azul de Coomassie o analizados por immunowestern blot con anti-CT-
ProTα. En este análisis los fraccionados de nucleoplasma no mostraron complejos 
inmunoreactivos con anti-ProTα (datos no mostrados), mientras que en los fraccionados de 
citoplasma, presentados en la figura 16B, se observa la presencia de complejos 
inmunoreactivos con anti-CT-ProTα entre los componentes más ácidicos, en la fracción 1M, 
con una movilidad electroforética similar a los complejos caracterizados en células en 
proliferación. El anticuerpo anti-NT-ProTα inmunodetectó los mismos complejos en el 
citoplasma y ninguno en el nucleoplasma al igual que con anti-CT-ProTα (datos no mostrados). 






Figura 16. Análisis de los extractos citoplasmáticos y nucleoplasmáticos de células Jurkat con baja 
actividad proliferativa tratradas con formaldehido. 
A) Immunowestern blot con anti-CT-ProTα de los subfraccionados celulares.  
Alícuotas de citoplasma y nucleoplasma crudo de células Jurkat tratadas con formaldehido fueron 
separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-CT-ProTα 
(transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en Materiales y 
Métodos 3.6).  
B) Análisis de los fraccionados cromatográficos de intercambio iónico de extractos citoplasmáticos. 
Alícuotas las fracciones eluidas con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M, 0,5M y 1M de 
células Jurkat con baja actividad proliferativa tratadas con formaldehido fueron separadas por SDS-PAGE 
(15% acrilamida) y teñidas con Azul de Coomassie o analizadas por western blot con anti-CT-ProTα 
(transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en Materiales y 
Métodos 3.6). 




Para ello, primero se estableció la posible correspondencia entre los complejos 
inmunodetectados y las proteínas presentes en los componentes de la fracción 1M separada 






Figura 17. Análisis de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα de la fracción 1M de intercambio 
iónico de citoplasma de células Jurkat con baja actividad proliferativa tratadas con formaldehido. 
A) Identificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-CT- ProTα  
Alícuotas de la fracción 1M del extracto citoplasmático de células Jurkat con baja actividad proliferativa 
tratadas con formaldehido fueron separadas en paralelo por SDS-PAGE para su tinción con Coomassie o 
para su análisis por immunowestern blot con anti-CT-ProTα. Se indica la correspondencia entre las 
bandas de proteína teñidas con Coomassie (C1 a C10) con los complejos del immunowestern. 
B) Purificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα 
Fragmentos de las bandas cortadas del gel teñido con Coomassie fueron separados por SDS-PAGE, 
teñidos con Coomassie o analizados por immunowestern blot con anti-NT-ProTα (como se describe en 
Material y Métodos 3.7). 
 
 
Seguidamente, las bandas señaladas en el gel teñido con Azul de Coomassie 
correspondientes con los diferentes complejos determinados por immunowestern fueron 
cortadas y alícuotas de estas bandas separadas de nuevo por SDS-PAGE y teñidas con Azul de 
Coomassie o sometidas a immunowestern blot con anti-CT-ProTα y anti-NT-ProTα. El resultado 
de este análisis, figura 17B, indica que de las diez bandas de proteína analizadas solo cinco 
fueron inmunoreactivas (C2-40 kDa, C6-34 kDa, C7-30 kDa, C8-28 kDa y C9-22 kDa). En la figura 
17B solo se muestra el immunowestern blot con anti-NT-ProTα, pero con anti-CT-ProTα 
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presenta el mismo resultado (datos no mostrados). Las bandas no inmunodetectadas pueden 
deberse bien a su baja concentración o una baja inmunoreactiviad en la fracción 1M. 
Continuando con el estudio de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα 
purificadas, llevamos a cabo el tratamiento térmico para determinar si se correspondían con 
complejos estabilizados por el formaldehido. El resultado fue similar a con los complejos de 
células proliferantes presentado en la figura 5 (datos no mostrados).  
Finalmente, se realizó la identificación de las proteínas que se asocian a ProTα en los 
complejos anteriores por espectrometría de masas, en las mismas condiciones descritas para 
los análisis de los complejos en células en proliferación. Las proteínas identificadas en los cinco 
complejos inmunoreactivos se resumen en la tabla 3 (resultados completos en la figura 3 del 
anexo), de la misma forma que en los complejos de la ProTα en células proliferantes: 
ordenados por su movilidad electroforética en kDa y las proteínas identificadas en cada 
complejo dispuestas de mayor a menor score. 
Los cinco complejos inmunoreactivos con anti-ProTα presentan la misma movilidad 
electroforética que cinco de los seis complejos citoplasmáticos de células proliferantes, no 
detectándose el complejo de 25 kDa en células con baja actividad proliferativa. Como se puede 
ver en la tabla 3 su composición es también muy parecida. Así, las proteínas SET, ANP32A y 
ANP32B siguen siendo las proteínas preponderantes en los cinco complejos, cuya composición 
difiere sin embargo en alguno de sus componentes respecto a las caracterizadas en células en 
proliferación. 
En los complejos en los que se mantiene la interacción de la ProTα con la proteína SET 
(40 kDa y 22 kDa) el descenso de la actividad proliferativa produce la pérdida de la interacción 
con la β-actina en el complejo 40 kDa y la presencia de tres nuevas proteínas en el complejo 22 
kDa: la proteína Rab-11A relacionada con Ras (presente en el complejo 25 kDa de 
proliferantes), la proteína Rab-6A relacionada con Ras y el inhibidor 2 de la disociación Rho-
GDP (Rho GDI 2), regulador del intercambio GTP/GDP de la proteína Rho; proteínas de 
localización citoplasmática e implicadas en el tráfico a través de las membranas intracelulares 
(Hutagalung & Novick, 2011; Takai et al., 2001). 
El complejo 34 kDa se caracteriza por la pérdida de la β-actina, la proteína mitocondrial 
transportadora de fosfato y ANP32A, que son sustituidas por: la tropomiosina α, proteína 
citosólica implicada en la estabilización de los filamentos de actina (Lin et al., 2008); y las 
proteínas delta(3,5)-delta(2,4)-dionil-CoA isomerasa mitocondrial y la proteína transportadora 
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2-oxoglutarato/malato mitocondrial implicadas en la actividad mitocondrial (Filppula et al., 
1998; Monné et al., 2013). 
El descenso de la actividad proliferativa de las células induce también la pérdida de 
ANP32B del complejo 30 kDa, mientras que aparecen cuatro nuevas proteínas: la subunidad β 
tipo 7 del proteasoma, que acompaña a la subunidad α tipo 3 del proteasoma, presente 
también en el complejo de células en proliferación; y tres proteínas de la familia 14-3-3 (14-3-3 
gamma, 14-3-3 zeta/delta y 14-3-3 beta/alpha), proteínas citoplasmáticas implicadas en el 
control de las rutas de señalización del ciclo celular y apoptosis (Morrison, 2009; Gardino & 
Yaffe, 2011)  
En el complejo 28 kDa se produce la pérdida de la proteína ANP32A y la inclusión de la 
proteína 29 del Retículo Endoplasmático (ERp29), implicada en el procesamiento de proteínas 
en este orgánulo (Zhang & Richardson, 2011), y la Endopeptidasa Clp, proteasa de localización 







Tabla 3. Resumen de los resultados de Espectrometría de MS/MS en trampa iónica de los complejos 






4.2- Estudio de las interacciones de la ProTα en células en apoptosis 
Dada la bien caracterizada implicación de la ProTα en el control citoplasmático de la 
apoptosis (Jiang et al., 2003, Qi et al., 2010), estudiamos las interacciones de la ProTα en 
células Jurkat en las que se ha inducido este proceso mediante estaurosporina (como se 
describe en Material y Métodos 3.1.7), un esteroide inhibidor de proteínas kinasas de amplio 
espectro que tiene la capacidad de inducir apoptosis mediante un mecanismo en el que se 
activa la vía del apoptosoma y por tanto las caspasas 9 y 3 (Manns et al., 2011). 
En primer lugar, se analizó la influencia de la estaurosporina sobre la inducción de las 
actividades de la caspasa 9 y de la caspasa 3, con el objetivo de evaluar la capacidad para 
promover la activación del apoptosoma. Para esto, las células Jurkat en proliferación se 
trataron con estaurosporina (0,5 μM o 1 μM durante 1, 2 y 4 horas). Inmediatamente, las 
células fueron lisadas y en los sobrenadantes de los microcentrifugados se ensayaron las 
actividades caspasa 9 y caspasa 3 mediante la utilización de sustratos que llevan acoplados un 
marcador fluorescente. 
En la figura 18 se muestra como la estaurosporina induce la activación de la caspasa 9, 
propia de la ruta apoptosómica; y la caspasa 3. La caspasa 9 sufre un incremento de su 
actividad por la acción de la estauroporina de 2,8 veces a las 2 horas y 3,8 veces a las 4 horas a 
una concentración de 0,5 μM, mientras que con 1 μM hay un aumento mayor de: 4,3 veces a 2 
horas y 5,3 veces a las 4 horas. La caspasa 3 experimenta una subida de su actividad mayor que 
la caspasa 9, pero se mantiene la mayor inducción a concentraciones de 1 μM de 
estaurosporina. Además, se comprobó que el tratamiento con estaurosporina induce la 
fragmentación nucleosómica del DNA a las 4 horas de incubación con 0,5 μM de 











Figura 18. Análisis de la inducción de la apoptosis con estaurosporina en células Jurkat mediante la 
cuantificación de las actividades caspasa 9 y caspasa 3.  
Las células Jurkat se trataron con estaurosporina 0,5 µM (Azul) o 1 µM (Rojo) durante 1, 2 y 4 horas, se 
lisaron y en el extracto citoplasmático se probaron las activividades caspasa 9 y caspasa 3 mediante 
ensayos de fluorescencia como se describe en Material y Métodos 3.18. Los controles son ensayos de 
actividades en extractos citoplasmáticos de células en proliferación. 
Los valores son medias±desviación típica de tres análisis diferentes realizados por duplicado. 
 
 
A la vista de los resultados anteriores, llevamos a cabo la inducción de apoptosis por 
tratamiento con estaurosporina 0,5 µM durante 2 horas para desencadenar una fase temprana 
de la activación de las caspasas 9 y 3, y por tanto de la ruta apoptótica dependiente del 
apoptosoma. Una vez inducida la apoptosis, las células fueron tratadas con formaldehido y 
lisadas. Alícuotas del extracto celular crudo o fraccionado por cromatografía de intercambio 
iónico con elución discontinua fueron separados por SDS-PAGE y teñidos con Azul de 
Coomassie o analizados por immunowestern blot con anti-ProTα. En la figura 19 se presentan 
los resultados de este estudio. En el análisis de immunowestern blot con anti-NT-ProTα del 
extracto crudo (figura 19A) se observa la presencia de componentes inmunoreactivos a 
tamaños superiores a 25 kDa. Además, se aprecia una diferencia en los componentes con la 
movilidad de la ProTα: se detectan dos componentes inmunoreactivos con anti-NT-ProTα. De 
acuerdo con nuestros datos (datos no mostrados) y datos publicados por otros investigadores 
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(Evstafieva et al., 2000) este patrón de inmunoreactividad de la ProTα se corresponde con el 
resultado de la degradación de la ProTα, que es cortada en la región C-terminal de su 
secuencia por las caspasa 3 y 7, activadas en la inducción apoptótica de las células. Esta 
proteólisis de la ProTα, que ocurre en el dominio DDVD99 de su región C-terminal, hace que 
pierda la estructura del epitopo contra el que se ha generado el anticuerpo anti-CT-ProTα por 
lo que usando este anticuerpo solo se detecta la banda de menor movilidad (figura 19A), 
manteniéndose, sin embargo, la región N-terminal contra la que son inmunoreactivos el 
anticuerpo anti-NT-ProTα. La fragmentación observada de la ProTα confirmaría la inducción de 
la apoptosis en las células Jurkat. 
El análisis de los fraccionados de la cromatografía de intercambio iónico mediante 
tinción con Coomassie e immunowestern blot se muestra en la figura 19B, en la que se observa 
que los componentes inmunoreactivos con anti-NT-ProTα, como en las células proliferantes y 
con baja actividad proliferativa, son acídicos, están en la fracción 1M y se sitúan en el rango de 
50 kDa a 25 kDa. En el immunowestern blot con anti-CT-ProTα se detectaron los mismos 














Figura 19. Análisis del extracto celular crudo y los fraccionados de intercambio iónico de células Jurkat 
en las que se ha inducido la apoptosis con estaurosporina (0,5 μM/2 horas) y tratadas con 
formaldehido. 
A) Immunowestern blot con anti-NT-ProTα del extracto celular crudo. 
Alícuotas del extracto celular crudo fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizadas por 
western blot con anti-NT-ProTα y anti-CT-ProTα (transferencia en condiciones específicas para proteínas 
ácidas como se describe en el punto 3.6).  
B) Análisis de los fraccionados cromatográficos de intercambio iónico de extracto de células Jurkat. 
Alícuotas las fracciones eluidas con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M, 0,5M y 1M 
fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y teñidas con Azul de Coomassie o analizadas por 
western blot con anti-NT-ProTα (transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se 
describe en el punto 3.6 




Continuando con el estudio de los complejos de la ProTα en apoptosis, al igual que 
hicimos en células proliferantes y con baja actividad proliferativa, procedimos a la purificación 
de los complejos inmunoreactivos a anti-ProTα de la fracción 1M de células Jurkat inducidas a 
apoptosis con estaurosporina, seleccionando, inicialmente, las proteínas en el gel con las 






Figura 20. Análisis de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα de la fracción 1M de intercambio 
iónico del extracto celular de células Jurkat inducidas a apoptosis con estaurosporina y tratadas con 
formaldehido. 
A) Identificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-NT- ProTα  
Alícuotas de la fracción 1M del extracto citoplasmático de células Jurkat apoptóticas tratadas con 
formaldehido fueron separadas en paralelo por SDS-PAGE para su tinción con Coomassie o para su 
análisis por immunowestern blot con anti-NT-ProTα. Se indica la correspondencia entre las bandas de 
proteína teñidas con Coomassie (C1 a C10) con los complejos del immunowestern. 
B) Purificación y caracterización de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα 
Fragmentos de las bandas cortadas del gel teñido con Coomassie fueron separados por SDS-PAGE, 
teñidos con Coomassie o analizados por immunowestern blot con anti-NT-ProTα (como se describe en 
Material y Métodos 3.7). 
 
 
Las bandas marcadas fueron cortadas y alícuotas de estas separadas por SDS-PAGE y 
analizadas tanto por tinción con Azul de Coomassie como por immunowestern blot con anti-
CT-ProTα y con anti-NT-ProTα. Este análisis (figura 20B) indica que de las diez bandas 
examinadas solo seis (C3-50 kDa, C6-34 kDa, C7-32 kDa, C8-30 kDa, C9-28 kDa y C10-25 kDa) 
tienen inmunoreacividad a anti-NT-ProTα. Estas bandas también fueron inmunoreactivas con 
anti-CT-ProTα (datos no mostrados). Tres de estos complejos: C6-34 kDa, C8-30 kDa y C9-28 
kDa presentan la misma movilidad que otros de los complejos descritos en células 
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proliferantes y con baja actividad proliferativa. Mientras que los complejos C3-50 kDa y C7-32 
kDa son exclusivos de las células en las que se ha inducido apoptosis con estaurosporina. Y el 
complejo C10-25 kDa tiene un equivalente solo en células en proliferación. 
Seguidamente, procedimos al tratamiento térmico de alícuotas de las bandas 
inmunoreactivas con anti-ProTα purificadas para inducir la rotura de los enlaces de 
formaldehido. El análisis por SDS-PAGE indicó que estas bandas mostraban un patrón en 
escalera como el de la figura 5, lo que confirmaba que se trataba de complejos (datos no 
mostrados). 
Por último, alícuotas de estas bandas se analizaron por espectrometría de masas para 
identificar las proteínas que acompañan a la ProTα. Las proteínas encontradas en los 
diferentes complejos se resumen en la tabla 4 (resultados completos en la figura 4 del anexo), 
ordenados los complejos por su movilidad electroforética en kDa y las proteínas identificadas 
en cada complejo dispuestas de mayor a menor score. 
Los resultados muestran como entre los componentes de los diferentes complejos de 
la ProTα en células Jurkat en las que se ha inducido apoptosis con estaurosporina, además de 
las proteínas SET, ANP32A y ANP32B, aparecen proteínas relacionadas con actividades 
mitocondriales y con su control, proteínas implicadas en el tránsito intracelular en el 
citoplasma, proteínas reguladoras de un amplio espectro de rutas de señalización, como las 
proteínas de la familia 14-3-3, que presentan una especial significación en el control de la 







Tabla 4. Resumen de los resultados de Espectrometría de MS/MS en trampa iónica de los complejos 






La composición de los complejos de la ProTα en estas células apoptóticas presenta 
significativas diferencias respecto a las células en proliferación y con baja actividad 
proliferativa. Así, los complejos 50 kDa y 32 kDa aparecen únicamente en apoptosis. En el 
complejo 50 kDa la ProTα se asocia a proteínas relacionadas con la actividad citoesqueletal y 
señalizadora como la β-actina, la proteína VAT-1, con actividad ATPasa y localización 
mitocondrial-citoplasmática (Eura et al., 2006), y la proteína de migración nuclear nudC, de 
ubicación citoplasmática/nuclear que colocaliza con la tubulina y la dineína (Aumais et al., 
2003); y con la actividad mitocondrial como la subunidad 2 del complejo cit b-c1 (Hosokawa et 
al., 1989). 
El complejo 32 kDa es un nuevo complejo en el que aparecen proteínas que también 
están presentes en otros complejos de la ProTα en células proliferantes y con baja actividad 
proliferativa: la ADP/ATP traslocasa 2, la ANP32A y la subunidad α tipo 3 y tipo 1 del 
proteasoma, así como, las proteínas 14-3-3 zeta/delta y 14-3-3 gamma que son comunes 
solamente con el complejo 30 kDa de células con baja actividad proliferativa. Mientras que son 
de exclusiva presencia en el complejo 32 kDa la ADP/ATP traslocasa 3, relacionada con la 
actividad mitocondrial (Liu & Chen, 2013), y la Catepsina D, proteasa ácida activa en la 
degradación de proteínas intracelulares (Benes et al., 2008). 
En lo que respecta a los complejos de la misma movilidad que los descritos en células 
Jurkat proliferantes y con baja actividad proliferativa: 34 kDa, 30 kDa, 28 kDa y 25 kDa, este 
último solo en proliferantes; estos difieren en la composición de algunos de sus componentes. 
Así, el complejo 34 kDa pierde la interacción con ANP32A respecto a células proliferantes, 
como el complejo de células con baja actividad proliferativa y contiene una proteína común al 
complejo del mismo tamaño en células proliferantes y de baja actividad proliferativa: la 
subunidad α tipo 1 del proteasoma, y las proteínas comunes solo al complejo de células con 
baja actividad proliferativa: las proteínas delta(3,5)-delta(2,4)-dionil-CoA isomerasa 
mitocondrial y la proteína transportadora 2-oxoglutarato/malato mitocondrial, mientras que 
otras proteínas aparecen exclusivamente en este complejo: 40S proteína ribosomal S3, 
implicada en la regulación de la reparación del DNA y en la apoptosis (Zhang et al., 1990); 60S 
proteína ribosomal L7, que desempeña un papel regulador en el aparato de traducción, 
inhibiendo la traducción libre de mRNAs (Hemmerich et al., 1993); y la proteínas 14-3-3 
epsilon, con una función similar al resto de las proteínas de la familia 14-3-3 (Morrison, 2009; 
Gardino & Yaffe, 2011). 
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En el complejo 30 kDa la ProTα mantiene la interacción con las proteínas presentes en 
las células proliferantes y con baja actividad proliferativa: ANP32A, la subunidad α tipo 3 del 
proteasoma y la ADP/ATP traslocasa 2. Mientras que la proteína 14-3-3 zeta/delta, que está 
incluida solo en el complejo de células con baja actividad proliferativa, sustituye a la ANP32B 
del complejo de proliferantes. 
La ProTα se asocia en el complejo 28 kDa con las mismas proteínas ANP32A y ANP32B 
que constituyen el complejo del mismo tamaño en las células proliferantes, a las que se 
añaden las proteínas 14-3-3 zeta/delta, 14-3-3 gamma y la subunidad α tipo 6 del proteasoma, 
nueva subunidad componente del proteasoma. 
El complejo 25 kDa de células apoptóticas tiene un equivalente en las células 
proliferantes que no aparece en células con una baja actividad proliferativa. Sin embargo, su 
composición es diferente, la ProTα se asocia a SET, que sustituye a ANP32A y ANP32B de 
proliferantes, y a las proteínas Rab-1A y Rab-1B relacionadas con Ras, que sustituyen a la 
proteína Rab-11A relacionada con Ras del complejo de células proliferantes y que están 
implicadas en el tráfico de componentes celulares a través de las membranas intracelulares en 
el citoplasma (Hutagalung & Novick,  2011). 
 
4.3- Análisis comparativo de las interacciones de la ProTα en células Jurkat en proliferación, 
con baja actividad proliferativa y en apoptosis 
A manera de recopilación de nuestra investigación, presentamos un análisis 
comparativo de los resultados obtenidos en el estudio de las interacciones de la ProTα en 
células Jurkat en proliferación y en situaciones en las que se induce un descenso de la actividad 
proliferativa y la apoptosis. En la figura 21 se resumen los análisis de immunowestern blot de 
los complejos de la ProTα, inmunodetectados en las células Jurkat en estos tres estadios de 
actividad, en la fracción 1M de la cromatografía de intercambio iónico, tal como se indicó en 
las figuras 3, 16 y 19. En los tres casos los complejos inmunoreactivos con anti-ProTα muestran 
una movilidad electroforética similar, sin embargo se aprecia una notable diferencia en la 
concentración de la ProTα presente en los complejos, que disminuye con el descenso de la 
actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis. A la vez que se observa un incremento de 






Figura 21. Resumen de los análisis por immunowestern blot con anti-ProTα de los fraccionados 1M de 
intercambio iónico de extractos de células Jurkat proliferantes, con baja actividad proliferativa y 
apoptóticas, tratradas con formaldehido mostrados en las figuras 3, 16 y 19. 
 
 
Otra característica destacable en los análisis de immunowestern blot de los diversos 
complejos es que todos son inmunoreactivos a ambos anticuerpos de la ProTα generados 
contra parte de su secuencia N-terminal (anti-NT-ProTα) y C-terminal (anti-CT-ProTα). Esta 
propiedad contribuye a confirmar la presencia de la ProTα en todos ellos, pero no podemos 
descartar que la Timosina α1 (Tα1) pudiera estar incluida en todos o alguno de los complejos, 
ya que este polipéptido derivado del procesamiento de la ProTα que se corresponde con los 
primeros 28 aminoacidos de su secuencia, que está presente en el citoplasma de las células de 
mamíferos y es inmunoreactiva a los anticuerpos anti-NT-ProTα, pero no a anti-CT-ProTα 
(Sarandeses et al 2003). Los análisis de espectrometría de masas no resuelven esta cuestión, 
dado que los fragmentos de la ProTα identificados se incluyen en su región N-terminal, 
coincidente con la secuencia de la Tα1. 
Como aporte necesario a este estudio comparativo de la evolución de los complejos de 
la ProTα, realizamos la cuantificación de la ProTα libre y ligada a los complejos en células con 
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baja actividad proliferativa y apoptóticas, siguiendo el mismo procedimiento indicado para la 
cuantificación en las células proliferantes mostrado en el histograma de la figura 7, y que 
presentamos de nuevo en la figura 22. En los histogramas de la figura 22A se muestran los 
niveles de la ProTα libre y ligada a los complejos solubles en células proliferantes, con baja 
actividad proliferativa y apoptóticas obtenidos mediante el estudio densitométrico de análisis 
de immunowestern blot como los de las figuras 3, 16 y 19, respectivamente. De acuerdo con 
estos datos, se aprecia una notable diferencia entre las concentraciones de la ProTα ligada a 
complejos solubles estabilizados por el tratamiento con el formaldehido en las células en 
proliferación respecto a las observadas en células con baja actividad proliferativa o 
apoptóticas. De manera que, con el descenso de la actividad proliferativa la concentración de 
la ProTα ligada a complejos solubles es unas dos veces menor que la ligada en células 
proliferantes, y con la inducción de la apoptosis esta disminución es más acusada, unas cuatro 
veces menor. 
Respecto a la ProTα no ligada a complejos, su concentración se mantiene dentro de un 
rango similar (39-42 ng/106 células) con el descenso de la actividad proliferativa con respecto a 
la de células en proliferación, pero en las células que inician su apoptosis esta es notablemente 
superior, del orden de 2 veces, incluyendo aquí la ProTα no ligada que aparece fragmentada 
por las caspasas 3 y 7. 
En la figura 22B se comparan las concentraciones de los complejos citoplasmáticos 
solubles identificados en las células en los tres estadios estudiados a lo largo de este trabajo. El 
descenso de la actividad proliferativa resulta en una bajada general del orden del 50% del 
conjunto de las concentraciones de los complejos con las mismas movilidades que los 
caracterizados en células proliferantes, a la vez que desaparece el complejo 25 kDa. El 
descenso de las concentraciones de los complejos de la ProTα es todavía mayor, más de cuatro 
veces, en las células en apoptosis temprana, respecto a las concentraciones de los complejos 
de la misma movilidad en células proliferantes. Con la circunstancia de que desaparecen los 
complejos 40 kDa y 22 kDa, que son sustituidos por los nuevos complejos 50 kDa y 32 kDa, con 
unas concentraciones que no superan a la menor concentración de los complejos detectados 






Figura 22. Cuantificación de la ProTα en células Jurkat proliferantes, con baja actividad proliferativa y 
apoptóticas, tratadas con formaldehido. 
A) Concentración de la ProTα en las células Jurkat proliferantes, con baja actividad proliferativa y 
apoptóticas, tratadas con formaldehido.  
El análisis densitométrico fue llevado a cabo como se describe en Material y Métodos 3.11 en 
experimentos de immunowestern blot como los mostrados en las figuras 3, 16 y 19. 
B) Concentraciones de los complejos solubles de la ProTα de la fracción 1M de extractos 
citoplasmáticos en células proliferantes y con baja actividad prolifertativa, y de extracto celular de 
células apoptoticas. 
El análisis densitométrico se realizó como en el apartado A. 





La relación entre las estructuras de los diferentes complejos de la ProTα se resume en 
la tabla 5, en ella se muestra como los complejos 34 kDa, 30 kDa y 28 kDa presentes en células 
en proliferación también aparecen en células con baja actividad proliferativa y en apoptosis 
temprana. Esta coincidencia en la movilidad electroforética se refleja también en la presencia 
común de algunas de las proteínas que acompañan a la ProTα, de tal forma que el descenso de 
la actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis, además de promover una disminución 
en la concentración de los diferentes complejos, afecta a la estructura de estos, al variar la 
composición de las diferentes proteínas que en ellos se integran, lo que modifica sus 
características como ya hemos indicado en los respectivos estudios y que resumimos a 
continuación. 
Si nos fijamos en el complejo 34 kDa, vemos que el descenso de la actividad 
proliferativa induce la desaparición de la interacción de la ProTα con ANP32A, la proteína 
mitocondrial transportadora de fosfato y con la β-actina, que son sustituidas por la 
tropomiosina α, la delta(3,5)-delta(2,4)-dionil-CoA isomerasa mitocondrial y la proteína 
transportadora 2-oxoglutarato/malato mitocondrial; mientras que se mantienen las relaciones 
de la ProTα con la proteína de unión al subcomponente Q1 del complemento mitocondrial y la 
subunidad α tipo 1 del proteasoma. En la apoptosis en este complejo se mantiene la 
interacción de la ProTα con la subunidad α tipo 1 del proteasoma, también se pierde la 
interacción con ANP32A, la proteína mitocondrial transportadora de fosfato, la proteína de 
unión al subcomponente Q1 del complemento mitocondrial y con la β-actina que son 
sustituidas por la delta(3,5)-delta(2,4)-dionil-CoA isomerasa mitocondrial y la proteína 
transportadora 2-oxoglutarato/malato mitocondrial, que también están en células con baja 
actividad prolifertativa, y por las proteínas nuevas: 40S proteína ribosomal S3, 60S proteína 
ribosomal L7 y la proteína 14-3-3 epsilon. 
En el complejo 30 kDa la bajada de la actividad proliferativa induce la pérdida de la 
interacción con ANP32B, que es sustituida por la subunidad β tipo 7 del proteasoma y las 
proteínas 14-3-3 gamma, 14-3-3 zeta/delta y 14-3-3 beta/alpha; manteniéndose la interacción 
de los demás componentes de este complejo: ANP32A, la ADP/ATP traslocasa 2 y la subunidad 
α tipo 3 del proteasoma. Con la inducción de la apoptosis la interacción con estas proteínas se 
mantiene, también se pierde la interacción con ANP32B, y aparece como nuevo componente la 




En el complejo 28 kDa las interacciones de la ProTα con ANP32A y ANP32B 
evolucionan de forma diferente. Se pierde la interacción de la ProTα con ANP32A al descender 
la actividad proliferativa y se mantienen las dos en apoptosis, pero en muy baja concentración, 
a la vez que aparecen nuevos componentes con la evolución de la actividad celular. La proteína 
29 del retículo endoplasmático y la endopeptidasa Clp se incluyen en el complejo con el 
descenso de la proliferación, mientras que las proteínas 14-3-3 gamma, 14-3-3 zeta/delta y la 
subunidad α tipo 6 del proteasoma lo hacen en el complejo apoptótico. 
En lo que respecta a los demás complejos y sus componentes, el complejo 40 kDa 
evoluciona de forma que con el descenso de la actividad proliferativa se pierde la interacción 
con la β-actina y con la apoptosis el complejo desaparece totalmente. Una evolución similar la 
presenta el complejo 22 kDa, que en células con baja actividad proliferativa incorpora las 
interacciones con las proteínas: Rab-11A relacionada con Ras, Rab-6A relacionada con Ras y el 
inhibidor 2 de la disociación Rho-GDP; y desaparece en la apoptosis. La presencia de estas 
proteínas de ubicación citoplasmática al descender la actividad proliferativa compartiendo la 
interacción de la ProTα con SET en este complejo refuerza la posibilidad de que el complejo 22 
kDa (ProTα-SET) en células proliferantes sea de localización citoplasmática. 
Es precisamente la inducción de la apoptosis la que produce la más notable variación 
de las dianas celulares de la ProTα. De manera general se produce un descenso de las 
concentraciones de los complejos de la ProTα y, además de las variaciones indicadas en su 
composición, surgen dos nuevos complejos: 50 kDa y 32 kDa. Complejos en los que se agrupan 
interacciones de la ProTα con proteínas relacionadas con la actividad mitocondrial y 
citoesqueletal, proteasas y proteínas relacionadas con la actividad apoptótica. 
El complejo 25 kDa apoptótico similar en tamaño al caracterizado en células 
proliferantes presenta como más significativas diferencias la desaparición de la interacción con 






Tabla 5. Resumen de los resultados de Espectrometría de MS/MS en trampa iónica de los complejos 
de la ProTα del fraccionado 1M del extracto celular de células Jurkat proliferante, con baja actividad 






En resumen, podemos concluir que la estabilización de las interacciones de la ProTα, 
inducidas por el tratamiento con formaldehido de las células Jurkat en proliferación, se 
concreta en la formación de complejos en los que se implica sobre un 10% del contenido de la 
ProTα. La composición de los complejos formados denota su origen citoplasmático y que, a 
juzgar por la estructura de sus componentes, parecen relacionarse principalmente con la 
actividad citoplasmática de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B. Actividad que, de acuerdo 
con las propiedades descritas para estas proteínas, se correspondería con el control de la 
apoptosis. De acuerdo con la cuantificación de estas proteínas y de los resultados de nuestra 
investigación, parece evidente que solo una parte del contenido celular de SET, ANP32A y 
ANP32B interaccionaría, así mismo, con una porción de la ProTα celular. El descenso de la 
actividad proliferativa promueve la disminución de más del 50% de las concentraciones de 
estos complejos, descenso que se acrecienta con la apoptosis, manifestándose una progresiva 
pérdida de la capacidad de interacción con estas proteínas, especialmente ANP32A y ANP32B. 
Las propiedades de los componentes que bajo estas condiciones se incorporan a los complejos 
confirman la ubicación citoplasmática de los complejos y la relación de estos con la actividad 
mitocondrial y con la actividad apoptótica promovida por estos orgánulos.  
En el caso de las interacciones de la ProTα con ANP32A, su efecto sobre la 
supervivencia pudiera corresponderse con la capacidad de la ProTα para bloquear las 
actividades descritas para la ANP32A en extractos celulares, en los que esta proteína parece 
ejercer un efecto pro-apoptótico a través de la activación del apoptosoma, efecto que in vitro 
se ha demostrado que es contrarrestada por la ProTα (Jiang et al., 2003). A falta de conocer los 
mecanismos moleculares por los cuales los diferentes complejos ejercen su papel en la 
actividad celular, de acuerdo con las funciones citoplasmáticas descritas para SET y ANP32B, 
estas podrían cooperar en la función anti-apoptótica de la ProTα. 
 
4.4- Estudio de las interacciones de la ProTα en células en apoptosis inducida por 
Actinomicina D 
Para profundizar en el conocimiento de la transcendencia biológica de los complejos 
de la ProTα, especialmente en lo que respecta a su relación con la actividad del apoptosoma, 
llevamos a cabo un experimento en el que hemos inducido la apoptosis de las células Jurkat 
con Actinomicina D (Act D) un antibiótico que inhibe las RNA polimerasas dependientes de 
DNA y por tanto la síntesis de RNA, induciendo apoptosis en diferentes tipos celulares por un 




apoptótica del DNA en condiciones en las que no parece activarse la caspasa 9 y por tanto el 
apoptosoma (Kumarswamy et al., 2009; Kleff et al., 2000). Para ello, incubamos las células 
Jurkat en crecimiento exponencial con Act D 1 µg/ml (concentración usual para la rápida 
inducción de la apoptosis) durante diversos tiempos y en los extractos celulares determinamos 
las actividades de la caspasa 9 y caspasa 3. En la figura 23 se presenta el resultado de estos 





Figura 23. Análisis de la inducción de la apoptosis con actinomicina D y estaurosporina en células 
Jurkat mediante la cuantificación de las actividades caspasa 9 y caspasa 3.  
En alícuotas de extacto citoplasmático de células Jurkat tratadas con Act D 1 µg/ml o estaurosporina 0,5 
µM durante 1, 2 y 4 horas se probaron las activividades caspasa 9 y caspasa 3 como se describe en 
Material y Métodos 3.18. Los controles son ensayos de actividades de células en proliferación en 




Estos resultados indican que después de 4 horas de incubación con Act D no se aprecia 
activación de la caspasa 9 y solo después de ese tiempo se observa un modesto incremento de 
la caspasa 3, tal como se describe que ocurre en la activación apoptótica con Act D 
(Kumarswamy et al., 2009; Kleff et al., 2000). Este resultado, sin embargo, contrasta con los 
niveles de activación de las caspasas 9 y 3 alcanzada por la activación con estaurosporina, que 
se corresponde con la demostrada activación de la apoptosis por la vía apoptosómica (Manns 
et al., 2011). 
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Para estudiar la presencia de complejos de la ProTα en estas células apoptóticas 
inducidas por Act D procedimos a la separación cromatográfica por intercambio iónico de 
extractos de células incubadas con Act D 1 μg/ml durante 4 horas y tratadas con formaldehido, 
para su posterior análisis por immunowestern blot. En este análisis usando el anticuerpo anti-
NT-ProTα, que se muestra en la figura 24A, no se observan complejos de la ProTα y se aprecia 
una muy ligera fragmentación de la ProTα (del orden del 5%), tal vez relacionada con la 
modesta activación de la caspasa 3 observada en la figura 34. 
De este análisis se deduce un comportamiento diferente de los complejos de la ProTα 
del observado en las células Jurkat apoptóticas por el tratamiento con estaurosporina (ver 
figura 19). Hay que tener en cuenta que en las condiciones en las que se ha llevado a cabo el 
tratamiento con Act D, y tal como se ha descrito, en diferentes tipos celulares se produce una 
rápida paralización de la actividad del DNA y su fragmentación después de 2 horas, aunque su 
influencia en la actividad mitocondrial y en la aparición de la caspasa 3 activa es tardía, 
después de 4 horas de incubación (Kumarswamy et al., 2009; Kleff et al., 2000).En estas 
condiciones, la paralización de la actividad mitogénica puede explicar la total desaparición de 
complejos de la ProTα que pudieran relacionarse con la supervivencia celular. En cualquier 
caso, estaríamos ante un mecanismo de inducción de la apoptosis no relacionado con la 
activación del apoptosoma y por consiguiente de la caspasa 9 y de un alto nivel de la caspasa 
3, que si ocurre con el tratamiento con estaurosporina, en el cual además se produce una 
rápida y cuantitativa proteólisis de la ProTα. 
Con la finalidad de comprobar la evolución de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B en 
células Jurkat tratadas con Act D y para apreciar tanto su posible proteólisis como la formación 
de complejos con otras proteínas que no fueran la propia ProTα, llevamos a cabo la separación 
por SDS-PAGE de los diferentes fraccionados de intercambio iónico para su posterior análisis 
por immunowestern blot con los anticuerpos anti-SET y anti-ANP32A/B. El resultado mostrado 
en la figura 24B indica que los únicos componentes inmunoreactivos que aparecen entre los 
más acídicos (fracción 1M) presentan las movilidades electroforéticas de las propias SET, 
ANP32A y ANP32B. La tinción con Coomassie de la fracción 1M de células tratadas con Act D 
que se incluyen en la figura 24B indica un patrón de proteínas similar a la fracción 1M 
procedente de células tratadas con estaurosporina (ver figura 19). En estos patrones se 
observan proteínas con la movilidad de SET, ANP32A y ANP32B. En los resultados de 
immunowestern blot de la figura 24B también se aprecia la no fragmentación de estas 
proteínas en las células Jurkat tratadas con Act D. 
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Un posterior análisis de alícuotas de las bandas con las movilidades de SET, ANP32A y 
ANP32B de la fracción 1M de células apoptóticas inducidas por Act D por immunowestern con 
los respectivos anticuerpos demostró que se corresponden con SET, ANP32A y ANP32B. Y el 
tratamiento térmico y análisis por SDS-PAGE de alícuotas de estas bandas, para propiciar la 
ruptura de los enlaces de formaldehido, mostró que estas proteínas se encuentran libres sin 




Figura 24. Análisis de los fraccionados de intercambio iónico de células Jurkat en las que se ha 
inducido la apoptosis con actinomicina D (1 μg/ml/4 horas) y tratadas con formaldehido. 
A) Immunowestern blot anti-NT-ProTα de los fraccionados de intercambio iónico. 
Alícuotas las fracciones eluidas con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M, 0,5M y 1M 
fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-NT-ProTα 
(transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en Materiales y 
Métodos 3.6). 
B) Immunowestern blot anti-SET y anti-ANP32A/B de los fraccionados de intercambio iónico. 
Alícuotas las fracciones eluidas con tampón (NR) o con tampón conteniendo NaCl 0,2M, 0,5M y 1M de 
fueron separadas por SDS-PAGE (15% acrilamida) y analizadas por western blot con anti-SET y anti-
ANP32A/B (transferencia en condiciones específicas para proteínas ácidas como se describe en 




5- ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES DE LA PROT α EN CÉLULAS 293T 
Con el propósito de establecer si las interacciones de la ProTα caracterizadas en células 
Jurkat en proliferación podrían extenderse a otros tipos celulares de mamíferos, llevamos a 
cabo el análisis de las interacciones de la ProTα en células 293T, siguiendo el mismo 
procedimiento de estabilización de las interacciones con formaldehido que el realizado con las 
células Jurkat. 
Los subfraccionados citoplasmáticos y nucleares de células 293T tratadas con 
formaldehido fueron fraccionados por cromatografía de intercambio iónico y las diferentes 
fracciones analizadas por immunowestern blot usando los anticuerpos anti-NT-ProTα y anti-CT-
ProTα. Este análisis (datos no mostrados) indicó una distribución de proteínas inmunoreactivas 
con anti-ProTα similar al obtenido en el estudio de los fraccionados de las células Jurkat 
proliferantes (ver figura 3). De manera que solo se observaron componentes inmunoreactivos 
con anti-ProTα en el rango entre 40 kDa-20 kDa, incluida la ProTα, en la fracción 1M de 
extractos citoplasmáticos. Los resultados fueron similares con los dos anticuerpos. En la figura 
25A se muestran los análisis de alícuotas de las fracciones con 1M NaCl, teñidas con Coomassie 
o analizadas por immunowestern blot con anti-CT-ProTα. Se observa una coincidencia entre las 
proteínas teñidas con Coomassie con los componentes inmunoreactivos con anti-ProTα en el 
rango entre 40 kDa-22 kDa, similar a lo encontrado en el mismo fraccionado de células Jurkat. 
Las bandas indicadas en la figura 25A fueron cortadas y analizadas para confirmar su 
inmunoreactividad con anti-ProTα. El resultado de este análisis se muestra en la figura 25B, en 
el que se demuestra la presencia de seis complejos de la ProTα (40 kDa, 34 kDa, 30 kDa, 28 
kDa, 25 kDa y 22 kDa) de movilidades similares a los caracterizados en las células Jurkat en 
proliferación. 
El tratamiento térmico para la ruptura de los enlaces de formaldehido y el análisis por 
espectrometría de masas demostró que se tratan de complejos de composición similar a la de 
los complejos descritos en las células Jurkat en proliferación (datos no mostrados). 
Estos resultados parecen demostrar que el comportamiento de la ProTα encontrado 





Figura 25. Análisis de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα de la fracción 1M de intercambio 
iónico de citoplasma de células 293T tratadas con formaldehido. 
A) Identificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-CT- ProTα
Alícuotas de la fracción 1M del extracto citoplasmático de células 293T tratadas con formaldehido 
fueron separadas en paralelo por SDS-PAGE para su tinción con Coomassie o para su análisis por 
immunowestern blot con anti-CT-ProTα. Se indica la correspondencia entre las bandas de proteína 
teñidas con Coomassie (40, 34, 30, 28, 25 y 22 kDa) con los complejos del immunowestern. 
B) Purificación de las proteínas inmunoreactivas con anti-ProTα
Fragmentos de las bandas cortadas del gel teñido con Coomassie fueron separados por SDS-PAGE y 













































La estabilización de interacciones proteína-proteína llevada a cabo por tratamiento de 
células Jurkat con formaldehido nos ha permitido aislar seis complejos que resultan de la 
interacción de la ProTα con otras proteínas, entre las que son principales componentes las 
proteínas SET, ANP32A y ANP32B. Estructuralmente estos complejos son muy acídicos como 
resultado del bajo punto isoeléctrico de las proteínas que los componen (pI entre 3,5-4.1). Esta 
propiedad confiere a los complejos un bajo tamaño molecular aparente en electroforesis y 
aunque ello dificulta su purificación por cromatografía de intercambio iónico, sin embargo, 
facilita una eficiente separación de los demás componentes de los extractos celulares y la 
posterior caracterización y purificación por SDS-PAGE. 
De acuerdo con nuestros análisis los complejos son de localización citoplasmática y 
solo una porción, del orden del 10%, del contenido celular de la ProTα forma parte de ellos, 
con una asociación selectiva de ProTα/SET (complejos 40 kDa y 22 kDa) y de 
ProTα/ANP32A/ANP32B (complejos 30 kDa, 28 kDa y 25 kDa). Así como, una especial 
asociación de ProTα/ANP32A en el complejo 34 kDa. 
En referencia a la localización de la ProTα en los extractos celulares, es característica su 
predominante presencia citoplasmática resultado de la propiedad de vertido originado en los 
procesos de homogeneización, aún en condiciones isotónicas (Manrow et al., 1991; Enkeman 
et al., 2000; Covelo et al., 2006) y que contrasta con los análisis de inmuofluorescencia en los 
que se observa una muy preferente ubicación nuclear de la ProTα (figura 15). Con ellos, surge 
una controversia sobre el origen celular de los complejos de la ProTα. Sin embargo, y de 
acuerdo con la composición de estos complejos con la excepción del complejo ProTα/SET de 
22 kDa, todas o algunas de las proteínas que aparecen en los demás complejos son de 
ubicación citoplasmática, por lo que ese 10% del contenido celular de la ProTα unida a los 
complejos debería, originalmente, tener una ubicación citoplasmática. De manera que el 33% 
del contenido celular de la ProTα que acompaña a los complejos en los extractos citosólicos de 
las células Jurkat tratadas con formaldehido pudiera corresponderse con la ProTα no enlazada 
a otras proteínas de origen tanto nuclear como citoplasmático. A este respecto hay que 
reseñar que el resto de la ProTα celular (un 60%) que no es detectada en los extractos 
celulares debería estar incluida en macrocomplejos con proteínas relacionadas con la actividad 
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nuclear de la ProTα, incluidas histonas, cuyo tamaño hemos demostrado que superan los 700 
kDa (Covelo et al., 2006). 
En lo que respecta a las principales proteínas que están presentes en los complejos con 
la ProTα: SET, ANP32A y ANP32B, desde un punto de vista de su distribución celular son 
proteínas de prominente ubicación nuclear tal como se deduce de nuestros análisis de 
inmunofluorescencia (figura 15) y de lo descrito por otros autores (Adachi et al., 1994; Pan et 
al., 2009; Fries et al., 2007; Brennan et al., 2000). En cambio, en extractos de Jurkat (figura 8) 
la proteína SET aparece exclusivamente en la fracción citoplasmática mientras que ANP32A y 
ANP32B aparecen distribuidos en ambos extractos: nucleares y citoplasmáticos, aunque con 
una preferente localización citoplasmática, lo que es más acorde con el análisis de 
inmunofluorescencia. Dadas las características estructurales de estas proteínas similares a la 
ProTα, que se incluyen entre el grupo de proteínas acídicas de fácil movilidad núcleo-
citoplasma, parecen presentar también una acusada tendencia a movilizarse al citoplasma con 
la homogeneización celular. 
Dada la alta concentración celular de estas proteínas que se aproxima a la de la ProTα 
y la propia concentración de los complejos de la ProTα, parece que solo una parte del 
contenido celular de SET, ANP32A y ANP32B, tal vez en una proporción equimolecular, 
participa en los complejos de la ProTα con ubicación citoplasmática. La dificultad para separar 
la porción de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres de las que se encuentran formando 
parte de los complejos 40 kDa, 30 kDa y 28 kDa, en los que están unidas a la ProTα, dificulta el 
cálculo del porcentaje de estas proteínas que interaccionan con la ProTα en el citoplasma 
celular. Sin embargo, de los resultados obtenidos en nuestros experimentos de filtración 
molecular (figura 11), de coinmunoprecipitación (figura 13), de afinidad a ProTα (figura 14) y 
del análisis de inmunofluorescencia que muestra su distribución celular (figura 15) contribuyen 
a demostrar una asociación parcial del contenido celular de todas estas proteínas con la ProTα 
en el citoplasma de las células Jurkat. A este respecto, debemos de recordar que estas 
proteínas, como ocurre con la misma ProTα, se encuentran en las células a una concentración 
similar al de una histona core (Freire et al., 2002), por lo que concentraciones del orden del 
10% de cada una de estas proteínas, significa que los diferentes complejos pueden alcanzar, 
dentro del citoplasma de las células Jurkat en proliferación, niveles de concentración 
significativos en el metabolismo citoplasmático. 
De acuerdo con la composición de los complejos, la ProTα muestra una preferente 
afinidad por las proteínas ANP32A y ANP32B (complejos 34 kDa, 30 kDa, 28 kDa y 25 kDa) en 
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las células en proliferación, en su conjunto más de 3 veces superior a los complejos 40 kDa y 22 
kDa en los que se encuentra la proteína SET. Sin embargo, es claro que las demás proteínas 
que acompañan a la ProTα en los diferentes complejos deben de jugar un papel fundamental, 
tanto en la orientación de afinidades para dar lugar a la formación de los complejos 
diferenciados, como en la localización subcelular de cada uno de ellos. Esta influencia, además, 
debe de repercutir en la capacidad funcional, bien diferencial o coordinada, de los complejos 
formados. Aunque, hace unos años se ha publicado la capacidad de la ProTα para interaccionar 
con SET en extractos de células HeLa (Karetsou et al., 2004), en nuestro trabajo se muestra, 
por primera vez, la interacción in vivo de ProTα con SET, ANP32A, ANP32B y con los demás 
componentes de los complejos caracterizados, como un paso fundamental para esclarecer los 
mecanismos moleculares de las actividades de dichos complejos. 
Evolución y posible función de los complejos en distintas condiciones celulares 
La principal cuestión a resolver ahora es el establecer la significación biológica de estas 
interacciones de la ProTα. A este respecto, los más significativos componentes de los 
complejos son proteínas de las que se han descrito una preferente función nuclear relacionada 
con la actividad de la cromatina, tanto SET (Seo et al., 2001), como ANP32A (Seo et al., 2001, 
2002) y ANP32B (Tochio et al., 2010), a través de su capacidad de interaccionar con las 
histonas core, con enzimas modificadoras de histonas y proteínas relacionadas con las 
actividad de la cromatina, lo que constituye una capacidad funcional similar a la demostrada 
para la propia ProTα (Díaz-Jullien et al., 1996; Covelo et al., 2006; Freire et al., 2001). No 
obstante, la estructura de los complejos de la ProTα que hemos caracterizado parece vincular 
a estas proteínas a una función citoplasmática junto con la ProTα. En lo hasta ahora publicado, 
la función citoplasmática de SET, ANP32A y ANP32B es su papel en el control de la 
supervivencia celular. De manera que se ha descrito el efecto anti-apoptótico de SET en el 
citoplasma como controlador de la actividad de la DNasa activada por Granzima A (GAAD) (Fan 
et al., 2003). SET participa en el control de GAAD formando un complejo (complejo SET) con 
ANP32A, HMG2 (proteína que se une a DNA) y Ape 1 (enzima reparadora de DNA). La 
inducción de la apoptosis por un mecanismo independiente de caspasas promovido por la 
Granzima A provoca la degradación proteolítica de SET por este enzima, liberándose la 
actividad DNasa de GAAD para degradar el DNA. Los complejos de SET con la ProTα parecen no 
guardar relación con el descrito por Fan et al. (2003) 
Por lo que respecta a ANP32A, además de la indicada interacción con SET en el control 
de una vía apoptótica no dependiente del apoptosoma, hay una extensa descripción del efecto 
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pro-apoptótico de esta proteína relacionado con la vía apoptosómica de la inducción de la 
apoptosis (Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010). En esta vía se ha demostrado in vitro un efecto 
anti-apoptótico de la ProTα, antagonizando la acción de ANP32A en el citoplasma celular, por 
un mecanismo no esclarecido. Menos conocida es la función citoplasmática de ANP32B, se ha 
descrito un papel anti-apoptótico independiente de ProTα, relacionado con el control de la 
expresión del inhibidor de la apoptosis (XIAP) (Roth et al., 2001), aunque no se conoce el 
mecanismo de esta implicación. 
De acuerdo con nuestros resultados, las interacciones de la ProTα con estas proteínas, 
podían relacionarse con un mecanismo de control de la apoptosis inducida por la activación 
del apoptosoma. Por otra parte, las propiedades de las proteínas que acompañan a la ProTα en 
los complejos detectados en las células en proliferación, todas ellas implicadas en actividades 
multifuncionales de ubicación preferentemente citoplasmática, bien relacionadas con la 
actividad mitocondrial, vacuolar, proteolítica o del citoesqueleto, parecen indicar que la 
participación de los complejos de la ProTα en el posible control de la supervivencia celular se 
produciría por un mecanismo en el que el control de la permeabilidad mitocondrial y de la 
actividad proteolítica afectaría a la capacidad de iniciar la ruta de activación del apoptosoma. 
Las características estructurales de los diferentes complejos nos indican una 
participación de las proteínas SET, ANP32A y ANP32B en el control de la actividad celular de 
una manera diferente a lo que hasta ahora se había encontrado para estas proteínas. Las 
asociaciones diferenciadas de la ProTα con SET en los complejos 40 kDa y 22 kDa y de la ProTα 
con ANP32A y ANP32B en los complejos 34 kDa, 30 kDa, 28 kDa y 25 kDa, representan una 
novedad respecto a las asociaciones de SET-ANP32A descritas en el complejo SET con GAAD 
(Fan et al., 2003) antes mencionado y en el complejo inhibidor de la acetilación de histonas 
core INHAT (Seo et al., 2001, 2002). La presencia de los diferentes complejos permite 
especular sobre la posibilidad de que cada uno pudiera relacionarse con una participación 
individual en el mecanismo de regulación de la supervivencia o bien funcionar de una manera 
concertada con alguno o todos los demás. En cualquier caso, nuestro estudio sobre la 
influencia del descenso de la actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis, permiten 
orientar un posible mecanismo de su participación en la actividad celular. 
Así, las características del complejo 40 kDa denotan una relación de parte del 
contenido celular de la ProTα y SET con una actividad citoesqueletal vinculada a la β-actina y a 
la proteína relacionada con MARKS (MRP). La disminución de la concentración de la ProTα en 
este complejo y la pérdida de la interacción con la β-actina que conlleva una bajada de la 
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actividad proliferativa, así como la desaparición de este complejo con la inducción de la 
apoptosis, demuestra una correspondencia de la estructura del complejo con la proliferación 
celular. Dada la relación encontrada entre la actividad citoesqueletal de la β-actina y su efecto 
pro-apoptótico, relacionado con el control de la activación de las mitocondrias para iniciar la 
vía apoptosómica de la apoptosis (Tang et al., 2006) y el propio papel de MRP como reductor 
de la plasticidad de la β-actina (Sundaram et al., 2004), hacen plausible el que un papel anti-
apoptótico de la ProTα y SET podría resultar de su capacidad para prevenir la actividad pro-
apoptótica de la β-actina, en la que colaboraría la interacción con la proteína MRP. 
Por otra parte, la interacción de la ProTα con la β-actina, que ya en trabajos previos 
habíamos demostrado (Covelo et al., 2006; Freire et al., 2001) es una propiedad que la ProTα 
comparte con la timosina β4. Este péptido, originalmente relacionado con la defensa 
inmunológica junto con las timosinas α (Goldstein et al., 1972), posee la capacidad de 
interaccionar con la actina, participando en la regulación de su polimerización (Sanders et al., 
1992; Huff et al., 2001) y en la angiogénesis (Smart et al., 2007). 
La interacción de la ProTα con la β-actina que encontramos en el complejo 50 kDa, que 
aparece solamente en la iniciación de la apoptosis inducida por estaurosporina, reforzaría la 
relación apoptótica de esta interacción. Además, la presencia en este complejo de las proteína 
VAT-1 (Eura et al., 2006), la subunidad-2 del complejo cit b-c1 (Hosokawa et al., 1989) y la 
proteína de migración nuclear nudC (Aumais et al., 2003), todas ellas relacionadas con la 
actividad mitocondrial y la apoptosis, corroboran una función citoplasmática de la ProTα, 
relacionada con mecanismos de control de la actividad mitocondrial para iniciar la apoptosis. 
Por lo que respecta a la función que pudiera desempeñar el complejo ProTα/SET de 22 
kDa, la evolución de sus componentes con el descenso de la actividad proliferativa, con la 
incorporación de las proteína Rab11A y Rab6A, relacionadas con el control del tráfico entre 
membranas en el citoplasma (Hutagalung & Novick, 2011), y con la proteína Rho GDI 2, 
inhibidora del intercambio GDP/GTP de las proteínas Rho (Takai et al., 2001), parece 
demostrar que este complejo ProTα/SET, que en las células en proliferación no aparece 
relacionado con otras proteínas, tendría una localización citoplasmática. De tal manera que la 
función del complejo, que desaparece con la apoptosis, podría estar vinculada al 
mantenimiento de la supervivencia celular por un mecanismo no conocido. En este sentido, el 
papel anti-apoptótico de la proteína Hsp90, relacionada con la ProTα debido a su capacidad 
para inhibir la apoptosis iniciada por las mitocondrias (Pandey et al., 2000) en un mecanismo 
en el que se implica su capacidad para interaccionar con GTPasas y proteínas semejantes a Rab 
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(Kang et al., 2007, McClellan et al., 2007), pudiera tener una correspondencia en el papel del 
complejo ProTα/SET de 22 kDa. 
De acuerdo con la evolución de las estructuras de los complejos en los que se 
manifiestan las interacciones de la ProTα con las proteínas ANP32A y ANP32B en células en las 
que se ha producido el descenso de la actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis, 
que se muestra en la tabla 5, se aprecia también una relación de estos complejos con la 
supervivencia celular asociada con la actividad mitocondrial y la actividad proteolítica 
intracelular.  
De acuerdo con la evolución de los componentes del complejo 34 kDa, en la que se 
manifiesta una permanente interacción con proteínas implicadas en la actividad mitocondrial, 
así como con proteínas de la familia 14-3-3 relacionadas con las vías de señalización en el 
mantenimiento de la supervivencia y muerte celular (Gardino & Yaffe, 2011), hacen pensar 
que este complejo pudiera estar vinculado con el control de la iniciación de la actividad 
apoptótica ligada a las mitocondrias. De manera que el descenso de la concentración de este 
complejo (figura 22) y la pérdida de la interacción con ANP32A y con la β-actina en células con 
baja actividad proliferativa y apoptóticas marcarían la pérdida de la capacidad para promover 
la supervivencia de las células proliferantes. 
Una situación similar se refleja en la evolución del complejo 30 kDa. Se mantiene la 
relación entre la estructura del complejo y la actividad mitocondrial y la interacción con las 
proteínas de la familia 14-3-3, más acusado que en el complejo 34 kDa. El gran descenso de su 
concentración, 50% en células no proliferantes y 90% en células apoptóticas, que conlleva la 
pérdida de la capacidad de la ProTα para interaccionar con ANP32B y un descenso de su 
capacidad para interaccionar con los demás componentes del complejo, parece 
corresponderse con la pérdida de la actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis. Por 
otra parte, la estrecha relación estructural entre el complejo 30 kDa en células no proliferantes 
con el complejos 32 kDa, que aparece exclusivamente en células apoptóticas, contribuye a 
relacionarlos con una función similar en el mantenimiento de la actividad proliferativa y la 
prevención de la apoptosis. 
En el caso del complejo 28 kDa, la aparentemente exclusiva interacción de la ProTα 
con ANP32A y ANP32B en las células en proliferación no permite deducir su ubicación celular. 
Sin embargo, la presencia de proteínas como la endopeptidasa Clp de localización mitocondrial 
(Kang et al., 2002) y la proteína ERp29, relacionada con el transporte reticular (Zhang & 
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Richardson, 2011), en el complejo de células no proliferantes, y la presencia de las proteínas 
14-3-3 zeta/delta y gamma en el complejo apoptótico, parece demostrar su localización 
citoplasmática y, de forma similar al complejo de 30 kDa, su función estaría especialmente 
relacionada con el nivel de interacción con ANP32A. El descenso del grado de interacción con 
esta proteína, a medida que se bloquea la actividad proliferativa, marcaría el declive de la 
resistencia a la apoptosis. 
Las características estructurales del complejo 25 kDa, en el que la interacción de la 
ProTα con ANP32A y ANP32B es compartida por su interacción con la proteína Rab11A, lo 
relaciona con una función citoplasmática vinculada con la supervivencia celular, por un 
mecanismo similar al descrito para el complejo de 28 kDa, tal como se deduce por su 
desaparición con el descenso de la actividad proliferativa y por su presencia residual en células 
apoptóticas, manteniendo una baja concentración de la ProTα unida a proteínas Rab y 
sustituyendo la proteína SET a las ANP32A y ANP32B. 
De acuerdo, entonces, con el estudio de la evolución de los complejos estabilizados 
por formaldehido en células con diferente actividad proliferativa o apoptóticas, parece 
deducirse que las interacciones de la ProTα con SET y con ANP32A y ANP32B, se corresponden 
con capacidades de estas proteínas para prevenir la entrada en apoptosis de las células Jurkat 
en proliferación mediante un mecanismo en el que, de manera independiente o coordinada, 
estos complejos regularían la capacidad de las mitocondrias para activar la vía apoptosómica 
de la apoptosis. La caracterización de complejos de ProTα en células 293T, similares a los 
encontrados en células Jurkat indica que la participación de los complejos de ProTα con SET, 
ANP32A y ANP32B pudiera ser extensible a otras células de mamíferos. Nuestros resultados 
constituyen una novedosa aportación al esclarecimiento de los mecanismos de control in vivo 
de la actividad del apoptosoma. Estableciendo, por primera vez, la participación de la proteína 
SET en este proceso, a través de su inclusión en los complejos 40 kDa y 22 kDa de la ProTα. A la 
vez que se demuestra que el papel pro-apoptótico descrito para ANP32A (Jiang et al., 2003; Qi 
et al., 2010) parece ser controlado por su inclusión en los complejos 34 kDa, 30 kDa, 28 kDa y 
25 kDa en los que la proteína ANP32B podría favorecer la acción anti-apoptótica de la ProTα. 
En cualquier caso, nuestros datos parecen demostrar una acción conjunta de 
ProTα/SET/ANP32A/ANP32B que, con la participación de componentes citoplasmáticos y 
mitocondriales, afectaría a la formación del apoptosoma. Lo que difiere del propuesto 
mecanismo en el que la ProTα inhibirá el ensamblado de los componentes del apoptosoma y 
ANP32A activará al complejo apoptosómico ya formado, según los resultados obtenidos 
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mediante experimentos en extractos celulares (Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010). Hay que 
tener en cuenta que nosotros no encontramos interacciones de la ProTα con Apaf-1 ni otros 
componentes del apoptosoma, o con proteínas anti/pro-apoptóticas de la familia Bcl-2, lo que 
concuerda con los resultados de estudios sobre la composición del apoptosoma (Twiddy et al., 
2004). Tampoco detectamos interacciones de la ProTα con CAS o Hsp70, que se han descrito 
como cooperantes de ANP32A en la promoción de la actividad del apoptosoma in vitro (Kim et 
al., 2008). Lo que no descarta la posibilidad de que ANP32A pueda implicarse, por mecanismos 
diferentes a los aquí presentados, en el control de la actividad del propio apoptosoma. 
Mediante experimentos de transfección de células 293T con vectores de expresión de 
ProTα mutada en Thr 7 para evitar su fosforilación, hemos demostrado recientemente la 
posible implicación de la ProTα fosforilada en Thr 7 por la isoforma M2 de la piruvato quinasa 
(M2-PK) en los mecanismos anti-apoptóticos de la ProTα en estas células, de manera que la 
sobreexpresión de la ProTα fosforilada favorecería la acción anti-apoptótica de ProTα (Moreira 
et al., 2013). Dado que solo un 10% del contenido celular de la ProTα es fosforilada por la M2-
PK, hace plausible que esta modificación estructural de la ProTα pudiera corresponderse con el 
porcentaje celular de esta proteína que se implica en la formación de los complejos 
citoplasmáticos reguladores de la supervivencia celular. Sin embargo, no encontramos 
fragmentos de ProTα fosforilados en los análisis de los diversos complejos por espectrometría 
de masas. Fallo tal vez achacable al agresivo tratamiento utilizado para la rotura previa de los 
enlaces de formaldehido en los complejos. 
En experimentos de estabilización de complejos con formaldehido en células 293T 
transfectadas con ProTα mutada en Thr 7, no detectamos diferencias en la composición de 
complejos de la ProTα formados respecto a los encontrados en células transfectadas con el 
vector vacío (datos no mostrados). Ello pudiera ser debido a que no se puede evitar la 
expresión endógena de un 30-40% de la ProTα, que conlleva la presencia de ProTα nativa 
fosforilada (Díaz-Jullien et al., 2011; Moreira et al., 2013) por lo que la oferta de ProTα 
recombinante mutada tendría una opción limitada para desplazar a la ProTα fosforilada en la 
interacción con SET, ANP32A y ANP32B y los demás componentes en la formación de los 
complejos descritos. 
Los datos aquí presentados constituyen una importante aportación al conocimiento de 
la biología de la ProTα, al demostrar una función citoplasmática de esta proteína 
aparentemente relacionada con la capacidad para frenar la apoptosis, promovida por 
mecanismos que implican una asociación con la actividad mitocondrial y del citoesqueleto, 
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contribuyendo así al mantenimiento de la actividad proliferativa de las células. Tal vez todo 
ello constituya una manifestación de la multifuncionalidad de ProTα, de manera que su 
actividad oncogénica sería el resultado del control citoplasmático de la apoptosis, 
simultaneando con su esencial papel en el metabolismo nuclear para propiciar la proliferación 
celular. 
La futura investigación, en la que se pueda esclarecer el mecanismo molecular del 
funcionamiento de cada uno de los complejos aquí caracterizados, debería de contribuir a 


























A partir de la actividad investigadora aquí presentada podemos extraer las siguientes 
conclusiones: 
1. Utilizando el formaldehido como estabilizador de interacciones entre proteínas en
células de linfoma T (Jurkat) en proliferación, hemos aislado seis complejos, en el
rango de 40 kDa-22 kDa, inmunoreactivos contra anticuerpos de la ProTα que co-
purifican con los componentes más acídicos de extractos citoplasmáticos de estas
células.
2. Del análisis de estos complejos por espectrometría de masas se demuestra una
novedosa y preferente afinidad de la ProTα por las proteínas SET, ANP32A y ANP32B:
a) La ProTα se asocia con SET en el complejo 22 kDa y en el complejo 40 kDa, del que
también forman parte la β-actina y la proteína relacionada con MRP.
b) Los otros cuatro complejos se corresponden con asociaciones de la ProTα en las
que predomina la presencia de ANP32A y ANP32B. Un complejo de 34 kDa en el
que la ProTα se asocia a ANP32A y a la proteína mitocondrial transportadora de
fosfato, la proteína de unión al subcomponente Q1 del complemento, la
subunidad α tipo 1 del proteasoma y la β-actina. En los otros tres, la ProTα se
asocia a ambas ANP32A y ANP32B en un complejo de 30 kDa, que incluye también
la ADP/ATP traslocasa 2 mitocondrial y la subunidad α tipo 3 del proteasoma; en
un complejo de 28 kDa con la única presencia de ambas proteínas, y en uno de 25
kDa junto con la proteína Rab-11A relacionada con Ras.
3. Del estudio de la distribución celular y del cálculo de las concentraciones de la ProTα,
SET, ANP32A y ANP32B en células Jurkat proliferantes, se concluye que:
a) Un 10% del contenido celular de la ProTα participa en las interacciones con los
componentes de los complejos aislados, mientras que un 33% aparece libre en las
células tratadas con formaldehido.
b) Una parte, no superior al 20%, del contenido celular de cada una de las proteínas
SET, ANP32A y ANP32B, parece incluirse en los diversos complejos de la ProTα. De
forma que son preponderantes los complejos de la ProTα con ANP32A y ANP32B,
un 75% en su conjunto, respecto a los complejos de la ProTα con SET, un 25%. Con
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la peculiaridad de que las proteínas SET, ANP32A y ANP32B libres co-purifican, 
respectivamente, con los complejos 40 kDa, 30 kDa y 28 kDa. 
4. La interacción de la ProTα con SET, ANP32A y ANP32B fue confirmada mediante 
ensayos de inmunoprecipitación cruzada, cromatografía de afinidad a ProTα y co-
purificación cromatográfica. La mayoritaria localización nuclear de estas proteínas, 
demostrada por inmunofluorescencia, indica que solo un pequeño porcentaje del 
contenido celular de estas proteínas participa en las asociaciones citoplasmáticas. 
5. La identificación de las demás proteínas que forman parte de los complejos de la 
ProTα, sugiere que dichos complejos son de localización citoplasmática y parecen 
relacionarse con mecanismos dependientes de la actividad mitocondrial y del 
citoesqueleto.  
6. Del estudio del efecto que el descenso de la actividad proliferativa y la inducción de la 
vía apoptosómica en la apoptosis producen sobre las interacciones de la ProTα, se 
concluye que: 
a) La implicación de la ProTα en los complejos 40 kDa y 22 kDa es dependiente de la 
actividad proliferativa, ya que su descenso provoca una notable disminución de sus 
concentraciones, la pérdida de la interacción con la actina en el complejo 40 kDa y 
la unión a proteínas Rab acompañando a SET en el complejo 22 kDa. Ambos 
complejos desaparecen con la inducción de la apoptosis y quedan por esclarecer 
los mecanismos por los que estos complejos de ProTα-SET se implican en las 
actividades citosólicas relacionadas bien con la proliferación o con la apoptosis. 
b) La evolución de las interacciones de la ProTα con ANP32A, ANP32B y los demás 
componentes de los complejos 34 kDa, 30 kDa, 28 kDa y 25 kDa con el descenso de 
la actividad proliferativa y la inducción de la apoptosis, parecen indicar una función 
biológica, para estos complejos, implicada en el mantenimiento de la 
supervivencia celular. En este proceso, la ProTα ejercería un efecto anti-apoptótico 
bloqueando la actividad pro-apoptótica de la ANP32A. Mediante un mecanismo en 
el que se implicaría la ANP32B y las proteínas mitocondriales, proteasas y 
proteínas de la señalización y actividad citoplasmática que las acompañan en los 
diversos complejos. La composición de los complejos 50 kDa y 32 kDa de presencia 
exclusiva en células apoptóticas parece reforzar esta posibilidad. 
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7. De la comparación de la inducción de la apoptosis por actinomicina D y por
estaurosporina, se confirma que los mecanismos por lo que se produce el control de la
supervivencia celular y de la apoptosis por la ProTα, están relacionados con la ruta de
activación del apoptosoma-caspasas efectoras. En este proceso se produce la rápida
proteólisis de la ProTα, sin que se aprecie, en estas circunstancias, la fragmentación de
SET, ANP32A o ANP32B.
8. Dado que en células 293T proliferantes se encontraron complejos de la ProTα con la
misma movilidad electroforética y con una composición de proteínas similar a la de
células Jurkat proliferantes, la actividad citoplasmática de la ProTα de control de la vía
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Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
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Protein 1: Protein SET OS=Homo sapiens GN=SET PE=1 SV=3
Accession: 6(7B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
558 4 637.2400 -149.61 2 23.3 69.9 0 58-68 R.LNEQASEEILK.V
650 2 879.3500 -133.74 2 26.0 70.6 1 58-72 R.LNEQASEEILKVEQK.Y
497 3 532.2300 -142.78 2 21.5 38.2 1 76-83 K.LRQPFFQK.R
475 1 397.6400 -184.59 2 20.7 30.3 0 78-83 R.QPFFQK.R
147 4 408.7200 -74.68 2 10.3 40.6 1 84-90 K.RSELIAK.I
731 6 604.7300 -125.48 2 28.9 90.2 0 123-132 R.VEVTEFEDIK.S
701 1 836.3300 -101.46 2 27.9 74.8 1 123-136 R.VEVTEFEDIKSGYR.I
410 7 723.6900 -191.23 2 18.8 81.8 0 155-167 K.EFHLNESGDPSSK.S
351 2 446.2000 -112.85 2 16.9 33.4 1 168-174 K.STEIKWK.S
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Actin, aortic smooth muscle - Homo sapiens (Human)
Accession: $&7$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 







Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
321 1 488.6500 -159.15 2 16.0 44.6 0 21-30 K.AGFAGDDAPR.A
121 1 401.8200 -95.76 3 9.4 49.3 0 42-52 R.HQGVMVGMGQK.D Oxidation: 5, 8
259 1 599.6600 -174.66 2 14.1 67.0 0 53-63 K.DSYVGDEAQSK.R
436 1 589.2000 -187.15 2 19.6 62.8 0 318-328 K.EITALAPSTMK.I Oxidation: 10





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
315 1 687.2600 -103.00 2 15.8 89.9 0 11-25 R.GDVTAEEAAGASPAK.A





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
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Protein 1: Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=SLC25A3 PE=1 SV=2
Accession: 03&3B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
30 1 384.8415 -53.55 3 10.9 48.4 1 93-101 R.MQVDPQKYK.G Oxidation: 1
133 1 454.5376 -87.22 3 16.0 60.2 0 190-201 R.IQTQPGYANTLR.D
12 1 338.4909 -38.47 3 10.0 46.9 1 207-214 K.MYKEEGLK.A Oxidation: 1
213 1 473.1942 -122.94 2 19.6 48.1 0 219-226 K.GVAPLWMR.Q Oxidation: 7
106 2 412.1947 -89.60 2 14.7 42.8 0 241-247 R.TVEALYK.F
118 1 431.2294 -60.85 2 15.3 42.4 0 296-304 K.GSSASLVLK.R
77 1 339.8582 -44.21 3 13.4 42.9 1 296-305 K.GSSASLVLKR.L
64 1 330.1888 -58.04 2 12.8 51.9 1 357-362 K.KLGLTQ.-
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial OS=Homo 
sapiens GN=C1QBP PE=1 SV=1
Accession: &4%3B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
266 1 819.3073 -85.58 2 22.1 87.5 0 105-119 K.MSGGWELELNGTEAK.L Oxidation: 1
Protein 3: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
114 2 473.1983 -116.92 2 15.1 47.6 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
230 1 508.2693 -35.10 2 20.4 38.8 0 102-110 K.DLSTIEPLK.K





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
179 1 408.7675 10.76 2 18.1 49.3 0 108-115 R.LVSLIGSK.T
173 1 443.7199 -116.19 2 17.8 36.5 0 209-217 K.NVSIGIVGK.D





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Protein : Actin, cytoplasmic 1 - Homo sapiens (Human)
Accession: $&7%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 



















$&7%B63(&, 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD $FWLQ F\WRSODVPLF   6SHUPRSKLOXV FLWHOOXV (XURSHDQ VXVOLN 
&LWHOOXVFLWHOOXV
$&7%B75,98 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD $FWLQF\WRSODVPLF7ULFKRVXUXVYXOSHFXOD%UXVKWDLOHGSRVVXP
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
73 2 488.6918 -73.62 2 13.2 38.7 0 19-28 K.AGFAGDDAPR.A
4 1 401.8381 -50.72 3 8.6 36.6 0 40-50 R.HQGVMVGMGQK.D Oxidation: 5, 8
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Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): &DUEDPLGRPHWK\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
371 4 468.7400 -107.76 2 17.9 40.5 1 6-12 R.RIHLELR.N
441 4 390.7200 -51.09 2 20.3 34.0 0 7-12 R.IHLELR.N
569 3 786.8100 -133.47 2 24.4 98.5 1 15-28 R.TPSDVKELVLDNSR.S
392 8 473.1900 -134.45 2 18.6 45.5 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
250 5 487.7000 -137.17 2 13.7 45.5 1 68-75 K.KLELSDNR.V
308 6 423.6400 -187.45 2 15.9 42.7 0 69-75 K.LELSDNR.V
625 4 551.2400 -129.05 2 26.2 92.1 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
532 4 734.2600 -152.89 2 23.3 81.7 0 87-99 K.CPNLTHLNLSGNK.I Carbamidomethyl: 1
576 4 628.8100 -105.99 2 24.7 63.5 1 100-110 K.IKDLSTIEPLK.K
650 9 508.2000 -171.44 2 27.1 39.8 0 102-110 K.DLSTIEPLK.K
521 4 572.2700 -112.91 2 23.0 41.6 1 102-111 K.DLSTIEPLKK.L
135 3 653.1500 -136.70 2 10.1 73.7 1 239-249 K.REPEDEGEDDD.-
168 3 575.0900 -171.67 2 11.0 57.5 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B OS=Homo sapiens GN
=ANP32B PE=1 SV=1
Accession: $1%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): &DUEDPLGRPHWK\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
408 3 495.6600 -181.28 2 19.3 38.7 0 21-28 R.ELVLDNCK.S Carbamidomethyl: 7
256 1 494.6800 -191.46 2 14.1 39.7 1 68-75 K.KLELSENR.I
310 1 430.6200 -249.00 2 16.1 36.9 0 69-75 K.LELSENR.I
789 2 605.2200 -153.36 2 31.7 69.4 0 76-86 R.IFGGLDMLAEK.L Oxidation: 7





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
412 2 568.7700 -128.24 2 19.5 38.9 0 34-43 K.LLLQVQHASK.Q
470 1 428.6900 -148.34 2 21.4 33.6 0 73-80 R.GNLANVIR.Y
611 2 488.7300 -95.63 2 25.7 47.1 0 97-105 K.QIFLGGVDK.R
724 1 610.2600 -70.98 2 29.8 42.8 0 189-199 R.AAYFGIYDTAK.G





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 1 733.7910 -75.60 2 17.2 93.9 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
418 1 609.2400 -144.19 2 19.6 92.2 0 30-41 K.AVENSSTAIGIR.C
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Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): &DUEDPLGRPHWK\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
402 3 468.7300 -129.09 2 18.3 45.8 1 6-12 R.RIHLELR.N
481 5 390.6700 -179.05 2 20.8 34.1 0 7-12 R.IHLELR.N
646 1 786.8100 -133.47 2 26.0 57.3 1 15-28 R.TPSDVKELVLDNSR.S
424 2 473.1900 -134.45 2 19.0 40.3 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
264 1 487.7000 -137.17 2 13.7 34.0 1 68-75 K.KLELSDNR.V
327 2 423.6500 -163.84 2 16.0 41.2 0 69-75 K.LELSDNR.V
652 2 551.2200 -165.33 2 26.2 84.3 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
559 1 734.2300 -193.74 2 23.3 51.4 0 87-99 K.CPNLTHLNLSGNK.I Carbamidomethyl: 1
635 4 628.7700 -169.59 2 25.7 71.0 1 100-110 K.IKDLSTIEPLK.K
684 6 508.1800 -210.79 2 27.3 44.1 0 102-110 K.DLSTIEPLK.K
553 2 572.2700 -112.91 2 23.1 38.5 1 102-111 K.DLSTIEPLKK.L
158 1 653.1700 -106.09 2 10.1 68.4 1 239-249 K.REPEDEGEDDD.-
169 1 575.0900 -171.67 2 10.6 48.2 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B OS=Homo sapiens GN
=ANP32B PE=1 SV=1
Accession: $1%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): &DUEDPLGRPHWK\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
447 6 495.7000 -100.59 2 19.7 45.4 0 21-28 R.ELVLDNCK.S Carbamidomethyl: 7
278 4 494.7000 -151.04 2 14.3 62.4 1 68-75 K.KLELSENR.I
331 4 430.6400 -202.56 2 16.3 41.8 0 69-75 K.LELSENR.I
720 5 605.2400 -120.32 2 28.6 82.7 0 76-86 R.IFGGLDMLAEK.L Oxidation: 7
190 3 395.6800 -121.82 2 11.3 44.8 1 111-116 K.KLECLK.S Carbamidomethyl: 4





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 1 733.7910 -75.60 2 17.2 93.9 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
376 1 551.2622 -88.78 2 20.1 72.4 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
361 2 628.8190 -91.68 2 19.4 46.5 1 100-110 K.IKDLSTIEPLK.K
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B OS=Homo sapiens GN
=ANP32B PE=1 SV=1
Accession: $1%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
53 6 494.6733 -205.00 2 12.2 55.0 1 68-75 K.KLELSENR.I





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
366 2 540.7167 -131.55 2 19.5 51.0 0 42-51 K.STIGVEFATR.S
330 1 637.7463 -99.61 2 18.1 44.9 0 62-72 K.AQIWDTAGQER.Y





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Protein SET OS=Homo sapiens GN=SET PE=1 SV=3
Accession: 6(7B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
537 5 637.2500 -133.92 2 23.2 73.5 0 58-68 R.LNEQASEEILK.V
628 2 586.5700 -132.12 3 25.9 51.3 1 58-72 R.LNEQASEEILKVEQK.Y
489 2 532.2200 -161.56 2 21.4 36.0 1 76-83 K.LRQPFFQK.R
470 1 397.6400 -184.59 2 20.7 33.8 0 78-83 R.QPFFQK.R
172 2 408.7000 -123.61 2 10.5 40.9 1 84-90 K.RSELIAK.I
715 4 604.7200 -142.02 2 29.1 90.5 0 123-132 R.VEVTEFEDIK.S
402 5 723.7000 -177.42 2 18.5 75.8 0 155-167 K.EFHLNESGDPSSK.S
352 2 446.2000 -112.85 2 16.9 35.5 1 168-174 K.STEIKWK.S
&203/(-2N'D&e/8/$6352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 6: Prothymosin alpha OS=Homo sapiens GN=PTMA PE=1 SV=2
Accession: 370$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
&ŝŐƵƌĂϭ͘ZĞƐƵůƚĂĚŽƐĚĞƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌşĂĚĞD^ͬD^ĞŶƚƌĂŵƉĂŝſŶŝĐĂĚĞůŽƐĐŽŵƉůĞũŽƐĚĞ
ůĂ WƌŽdɲ ĚĞů ĨƌĂĐĐŝŽŶĂĚŽ ϭD ĚĞ ĐŝƚŽƉůĂƐŵĂ ĚĞ ĐĠůƵůĂƐ :ƵƌŬĂƚ ƉƌŽůŝĨĞƌĂŶƚĞƐ͘






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols














Protein 1: Protein SET OS=Homo sapiens GN=SET PE=1 SV=3
Accession: 6(7B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
181 4 637.2825 -82.92 2 17.3 78.6 0 58-68 R.LNEQASEEILK.V
223 1 879.4192 -55.06 2 19.3 33.1 1 58-72 R.LNEQASEEILKVEQK.Y
170 2 532.2221 -157.62 2 16.8 26.6 1 76-83 K.LRQPFFQK.R
151 1 397.6764 -93.07 2 16.0 29.6 0 78-83 R.QPFFQK.R
258 5 604.7528 -87.79 2 21.0 80.8 0 123-132 R.VEVTEFEDIK.S
249 1 557.9419 -6.75 3 20.5 27.1 1 123-136 R.VEVTEFEDIKSGYR.I
145 1 625.2756 -62.25 3 15.7 31.5 1 151-167 K.VLSKEFHLNESGDPSSK.S
119 3 723.7719 -78.08 2 14.5 55.8 0 155-167 K.EFHLNESGDPSSK.S
106 2 446.1954 -123.16 2 13.9 30.0 1 168-174 K.STEIKWK.S
&203/(-2N'D&e/8/$612352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein : MARCKS-related protein OS=Homo sapiens GN=MARCKSL1 PE=1 SV=2
Accession: 053B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
81 2 687.2237 -155.81 2 12.6 75.8 0 11-25 R.GDVTAEEAAGASPAK.A
30 1 664.2711 -85.73 2 9.8 26.6 0 145-157 K.AAATPESQEPQAK.G





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial OS=Homo 
sapiens GN=C1QBP PE=1 SV=1
Accession: &4%3B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
385 2 819.3004 -94.00 2 22.2 85.8 0 105-119 K.MSGGWELELNGTEAK.L Oxidation: 1
357 2 757.2835 -79.76 2 19.6 84.3 0 208-220 R.EVSFQSTGESEWK.D
&203/(-2N'D&e/8/$612352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Tropomyosin alpha-4 chain OS=Homo sapiens GN=TPM4 PE=1 SV=3
Accession: 730B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Alias proteins:
Accession Name Description
730B3,* 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD 7URSRP\RVLQDOSKDFKDLQ26 6XVVFURID*1 7303( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
198 1 808.4434 685.56 2 15.7 48.9 0 14-27 K.IQALQQQADEAEDR.A
109 2 508.2124 -97.56 2 13.7 58.1 0 45-54 K.AEGDVAALNR.R
89 1 591.2444 -61.35 2 13.1 57.8 0 105-113 K.MEIQEMQLK.E Oxidation: 1, 6





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 2 734.2414 538.16 2 17.0 90.0 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
51 2 566.1731 -166.65 2 11.6 48.0 0 22-31 K.EVVEEAENGR.D





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
302 3 673.2087 -203.78 2 17.4 65.1 0 197-208 R.ETLPAEQDLTTK.N
14 2 676.2728 -81.70 2 10.2 58.8 0 244-256 K.AQPAQPADEPAEK.A
Protein 5: Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=
ECH1 PE=1 SV=2
Accession: (&+B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
347 1 734.7588 -113.44 2 18.5 65.2 0 232-245 K.MMADEALGSGLVSR.V Oxidation: 1, 2
6 1 458.7175 -89.48 2 9.6 58.6 0 268-276 K.SPVAVQSTK.V
Protein 6: Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Homo sapiens GN=SLC25A11 
PE=1 SV=3
Accession: 020B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
106 2 721.2964 -106.64 2 13.6 98.6 0 2-17 M.AATASAGAGGIDGKPR.T Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
168 5 473.1713 -173.97 2 15.4 42.8 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
49 1 487.7112 -114.21 2 12.0 39.4 1 68-75 K.KLELSDNR.V
95 2 423.6290 -213.41 2 13.4 41.5 0 69-75 K.LELSDNR.V
368 5 551.2414 -126.51 2 20.1 81.8 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
344 2 628.7914 -135.56 2 18.9 53.8 1 100-110 K.IKDLSTIEPLK.K
18 1 653.1526 -132.72 2 9.3 63.8 1 239-249 K.REPEDEGEDDD.-
21 2 575.1043 -146.81 2 9.5 41.5 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-
&203/(-2N'D&e/8/$612352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 






SURWHLQ]HWDGHOWD26 %RVWDXUXV*1 <:+$=3( 69 
SURWHLQ]HWDGHOWD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$=3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
70 2 581.7343 -99.63 2 12.0 53.9 1 1-9 -.MDKNELVQK.A Acetyl: 1; Oxidation: 1
157 2 774.7138 -189.26 2 14.3 108.3 0 28-41 K.SVTEQGAELSNEER.N
26 1 445.2021 -114.54 2 10.4 46.4 0 61-68 R.VVSSIEQK.T





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
340 2 565.7259 -97.68 2 17.7 63.1 0 21-29 R.VFQVEYAMK.A Oxidation: 8
200 2 609.2391 -145.67 2 15.3 70.6 0 30-41 K.AVENSSTAIGIR.C
43 2 836.2235 -106.22 2 10.9 73.8 1 242-255 K.ESLKEEDESDDDNM.- Oxidation: 14
Protein : Proteasome subunit beta type-7 OS=Homo sapiens GN=PSMB7 PE=1 SV=1
Accession: 36%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
296 4 508.6736 -193.78 2 17.5 64.5 0 53-62 K.DGIVLGADTR.A
27 1 518.6913 -118.18 2 10.2 43.1 0 63-72 R.ATEGMVVADK.N Oxidation: 5
51 2 698.7178 -126.36 2 12.1 58.4 0 185-195 K.FRPDMEEEEAK.N Oxidation: 5





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 






SURWHLQEHWDDOSKD26 0DFDFDIDVFLFXODULV*1 <:+$%3( 
69 
SURWHLQEHWDDOSKD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$%3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
11 1 524.1619 -91.22 2 9.2 41.4 0 21-29 R.YDDMAAAMK.A Oxidation: 4, 8
77 1 452.1872 -163.01 2 12.2 41.5 0 63-70 R.VISSIEQK.T
121 2 591.6495 -229.80 2 13.4 77.3 0 130-140 R.YLSEVASGDNK.Q





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
359 1 476.1984 -93.09 2 19.5 54.3 0 2-10 M.TDAAVSFAK.D Acetyl: 1
397 2 610.1695 -219.27 2 22.1 56.3 0 189-199 R.AAYFGIYDTAK.G





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 1 733.7910 -75.60 2 17.2 93.9 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 






SURWHLQJDPPD26 0XVPXVFXOXV*1 <ZKDJ3( 69 
SURWHLQJDPPD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$*3( 69 
SURWHLQJDPPD26 5DWWXVQRUYHJLFXV*1 <ZKDJ3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
20 2 524.1448 -123.84 2 9.5 39.5 0 20-28 R.YDDMAAAMK.N Oxidation: 4, 8
64 1 452.1925 -151.30 2 12.4 50.5 0 62-69 R.VISSIEQK.T
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B OS=Homo sapiens GN
=ANP32B PE=1 SV=1
Accession: $1%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
25 2 494.6996 -151.85 2 12.1 55.0 1 68-75 K.KLELSENR.I
57 2 430.6525 -173.54 2 13.1 41.2 0 69-75 K.LELSENR.I
371 1 605.2481 -106.94 2 23.2 70.7 0 76-86 R.IFGGLDMLAEK.L Oxidation: 7
334 2 628.7957 -128.73 2 19.1 44.5 1 100-110 K.LKDISTLEPLK.K
349 2 508.1952 -180.88 2 20.5 45.5 0 102-110 K.DISTLEPLK.K
&203/(-2N'D&e/8/$612352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Endoplasmic reticulum resident protein 29 OS=Homo sapiens GN=ERP29 PE=1 SV=4
Accession: (53B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
250 2 624.1940 -141.90 2 17.0 55.2 0 60-69 K.FDTQYPYGEK.Q
10 1 538.2146 -107.66 2 11.5 42.2 0 183-192 K.QGQDNLSSVK.E
315 2 862.7756 -136.56 2 18.2 76.5 0 209-223 K.ILDQGEDFPASEMTR.I Oxidation: 13





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 2 734.2414 538.16 2 17.0 90.0 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
51 2 566.1731 -166.65 2 11.6 48.0 0 22-31 K.EVVEEAENGR.D
Protein : Putative ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit, mitochondrial OS=Homo 
sapiens GN=CLPP PE=1 SV=1
Accession: &/33B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
306 2 703.7995 -72.94 2 18.0 72.2 0 215-226 K.QSLQVIESAMER.D Oxidation: 10
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Ras-related protein Rab-11A OS=Homo sapiens GN=RAB11A PE=1 SV=3
Accession: 5%$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
355 3 522.2290 -152.03 2 18.1 49.9 0 14-24 K.VVLIGDSGVGK.S
375 2 540.7308 -105.47 2 19.2 62.5 0 42-51 K.STIGVEFATR.S
124 1 580.7013 -149.92 2 13.4 54.5 0 96-104 K.HLTYENVER.W
&203/(-2N'D&e/8/$612352/,)(5$17(6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Rho GDP-dissociation inhibitor 2 OS=Homo sapiens GN=ARHGDIB PE=1 SV=3
Accession: *',5B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
187 2 647.1915 -125.66 3 14.5 52.6 0 5-21 K.APEPHVEEDDDDELDSK.L
379 2 656.2607 -153.37 2 19.5 65.8 0 51-63 K.TLLGDGPVVTDPK.A
93 1 428.2099 -107.59 2 12.6 45.5 0 64-71 K.APNVVVTR.L





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 






Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
352 3 645.7632 -96.44 2 18.0 57.1 1 2-13 M.STGGDFGNPLRK.F Acetyl: 1
126 1 472.1501 -133.45 2 13.4 44.7 0 54-60 K.TMYLEDR.T Oxidation: 2
183 2 731.2573 -131.88 2 14.5 58.4 0 170-183 R.VAAALPGMESTQDR.S Oxidation: 8





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
340 2 637.2463 -139.72 2 17.6 73.1 0 58-68 R.LNEQASEEILK.V
388 2 604.7297 -125.98 2 21.4 63.8 0 123-132 R.VEVTEFEDIK.S





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification








Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Actin, cytoplasmic 1 - Homo sapiens (Human)
Accession: $&7%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
























Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
124 11 488.6544 -150.15 2 13.5 70.2 0 19-28 K.AGFAGDDAPR.A
3 2 602.1991 -141.10 2 8.9 41.4 0 40-50 R.HQGVMVGMGQK.D Oxidation: 5, 8
77 2 599.6850 -132.98 2 12.0 69.0 0 51-61 K.DSYVGDEAQSK.R
51 2 677.7216 -138.26 2 11.3 66.7 1 51-62 K.DSYVGDEAQSKR.G
449 1 507.6724 -141.51 2 21.9 41.7 0 184-191 R.DLTDYLMK.I Oxidation: 7
329 5 566.6407 -223.02 2 17.0 60.8 0 197-206 R.GYSFTTTAER.E
239 2 589.2114 -167.80 2 15.7 59.1 0 316-326 K.EITALAPSTMK.I Oxidation: 10
210 1 758.7556 -130.95 2 15.1 45.2 0 360-372 K.QEYDESGPSIVHR.K
Protein 2: Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog OS=Homo sapiens GN=VAT1 PE=
1 SV=2
Accession: 9$7B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
76 1 828.2581 -161.13 2 12.0 99.7 0 6-22 R.EVAEAATGEDASSPPPK.T
427 2 755.8092 -108.24 2 19.7 94.2 0 211-225 R.TVENVTVFGTASASK.H
271 1 568.7126 -171.69 2 16.2 44.4 0 272-281 K.GYNLLKPMGK.V Oxidation: 8
Protein 3: Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=UQCRC2 
PE=1 SV=3
Accession: 4&5B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
421 2 626.1990 -179.07 2 19.1 59.5 0 232-241 K.QVAEQFLNMR.G Oxidation: 9
238 2 815.8116 -137.00 2 15.6 82.0 0 360-375 K.TIAQGNLSNTDVQAAK.N





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
211 1 496.1495 -197.47 2 15.1 43.2 0 197-204 K.DMVVDIQR.R Oxidation: 2
115 2 518.1864 -125.20 2 13.2 59.3 0 276-284 K.LSDLDSETR.S





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 1 733.7910 -75.60 2 17.2 93.9 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: 40S ribosomal protein S3 OS=Homo sapiens GN=RPS3 PE=1 SV=2
Accession: 56B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
342 2 712.2462 -129.74 2 18.2 72.9 0 28-40 R.ELAEDGYSGVEVR.V
406 1 735.7849 -140.03 2 20.5 42.4 0 215-227 K.DEILPTTPISEQK.G
136 1 795.3025 -126.65 2 14.6 45.7 0 228-243 K.GGKPEPPAMPQPVPTA.- Oxidation: 9
&203/(-2N'D&e/8/$6$3237Ð7,&$6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Proteasome subunit alpha type-1 OS=Homo sapiens GN=PSMA1 PE=1 SV=1
Accession: 36$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
190 3 724.2615 -144.44 2 15.7 58.6 0 19-30 R.IHQIEYAMEAVK.Q Oxidation: 8
325 1 673.2007 -215.66 2 17.8 44.4 0 197-208 R.ETLPAEQDLTTK.N
25 2 676.2349 -137.74 2 10.9 41.9 0 244-256 K.AQPAQPADEPAEK.A
Protein 3: Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=
ECH1 PE=1 SV=2
Accession: (&+B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
380 2 734.7375 -142.42 2 18.9 83.9 0 232-245 K.MMADEALGSGLVSR.V Oxidation: 1, 2
14 1 458.6903 -148.77 2 10.4 45.6 0 268-276 K.SPVAVQSTK.V





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
119 1 410.6511 -169.98 2 14.3 47.9 0 128-134 K.ASINMLR.I Oxidation: 5
418 2 585.7596 -146.95 2 21.8 70.7 0 167-177 R.IALTDNALIAR.S
Protein 5: Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Homo sapiens GN=SLC25A11 
PE=1 SV=3
Accession: 020B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
114 3 721.2843 -123.42 2 14.2 108.6 0 2-17 M.AATASAGAGGIDGKPR.T Acetyl: 1





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 















Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
370 2 732.2470 -148.77 2 18.8 96.2 0 30-42 K.VAGMDVELTVEER.N Oxidation: 4





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: 14-3-3 protein zeta/delta OS=Homo sapiens GN=YWHAZ PE=1 SV=1
Accession: =B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Alias proteins:
Accession Name Description
=B%29,1 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQ]HWDGHOWD26 %RVWDXUXV*1 <:+$=3( 69 
=B321$% 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQ]HWDGHOWD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$=3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
10 1 408.6530 -149.60 2 9.7 47.4 0 12-18 K.LAEQAER.Y
194 2 774.7405 -154.80 2 14.7 107.5 0 28-41 K.SVTEQGAELSNEER.N
50 1 445.1637 -200.78 2 11.2 46.2 0 61-68 R.VVSSIEQK.T





Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
413 2 786.8066 -137.79 2 19.9 84.9 1 15-28 R.TPSDVKELVLDNSR.S
237 3 473.1583 -201.44 2 15.9 47.5 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
151 1 423.6349 -199.48 2 13.6 39.8 0 69-75 K.LELSDNR.V
418 10 551.2523 -106.74 2 20.2 84.3 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
391 6 628.7791 -155.12 2 19.0 67.6 1 100-110 K.IKDLSTIEPLK.K
429 1 508.2168 -138.39 2 20.7 38.5 0 102-110 K.DLSTIEPLK.K
62 2 653.1159 -188.91 2 9.4 68.3 1 239-249 K.REPEDEGEDDD.-
71 2 575.0770 -194.28 2 9.6 45.2 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-
&203/(-2N'D&e/8/$6$3237Ð7,&$6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: 14-3-3 protein zeta/delta OS=Homo sapiens GN=YWHAZ PE=1 SV=1
Accession: =B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): $FHW\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Alias proteins:
Accession Name Description
=B%29,1 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQ]HWDGHOWD26 %RVWDXUXV*1 <:+$=3( 69 
=B321$% 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQ]HWDGHOWD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$=3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
115 1 581.6527 -239.89 2 12.3 38.5 1 1-9 -.MDKNELVQK.A Acetyl: 1; Oxidation: 1
59 1 408.6101 -254.56 2 9.4 39.1 0 12-18 K.LAEQAER.Y
212 2 774.7270 -172.22 2 14.8 97.5 0 28-41 K.SVTEQGAELSNEER.N
84 2 445.1968 -126.44 2 10.4 53.5 0 61-68 R.VVSSIEQK.T





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
355 1 565.6753 -187.12 2 17.8 51.7 0 21-29 R.VFQVEYAMK.A Oxidation: 8
242 1 609.1953 -217.55 2 16.0 68.6 0 30-41 K.AVENSSTAIGIR.C
90 2 836.1971 -137.79 2 11.1 59.6 1 242-255 K.ESLKEEDESDDDNM.- Oxidation: 14





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
411 2 476.1521 -190.31 2 19.8 64.4 0 2-10 M.TDAAVSFAK.D Acetyl: 1





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 1 733.7910 -75.60 2 17.2 93.9 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Protein 2: 14-3-3 protein gamma OS=Homo sapiens GN=YWHAG PE=1 SV=2
Accession: *B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: Alias proteins:
Accession Name Description
*B0286( 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQJDPPD26 0XVPXVFXOXV*1 <ZKDJ3( 69 
*B321$% 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQJDPPD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$*3( 69 
*B5$7 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD SURWHLQJDPPD26 5DWWXVQRUYHJLFXV*1 <ZKDJ3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
416 2 822.3046 -112.60 2 18.5 84.1 0 29-42 K.NVTELNEPLSNEER.N
94 1 452.1811 -176.50 2 12.5 43.2 0 62-69 R.VISSIEQK.T
236 3 540.7065 -140.02 2 15.7 56.9 0 133-142 R.YLAEVATGEK.R





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
453 2 476.1672 -158.60 2 20.0 68.0 0 2-10 M.TDAAVSFAK.D Acetyl: 1
458 1 488.7070 -142.69 2 20.4 50.6 0 97-105 K.QIFLGGVDK.R
467 1 451.6711 -165.31 2 21.0 45.1 0 273-280 K.GAWSNVLR.G





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
466 1 603.1994 -159.29 2 21.0 50.9 0 189-199 R.AAYFGVYDTAK.G
Protein 5: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
460 2 551.2131 -177.84 2 20.6 76.3 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
20 2 575.1020 -150.81 2 10.3 48.6 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
408 2 565.7095 -126.67 2 18.4 57.4 0 21-29 R.VFQVEYAMK.A Oxidation: 8
256 2 609.2431 -139.10 2 16.0 62.4 0 30-41 K.AVENSSTAIGIR.C





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
419 2 902.2897 -129.88 2 18.6 75.1 0 236-253 R.DPDAQPGGELMLGGTDSK.Y Oxidation: 11
188 1 411.1317 1004.27 2 14.6 40.6 0 404-411 R.VGFAEAAR.L





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
392 2 673.2742 -106.50 2 18.1 57.6 0 197-208 R.ETLPAEQDLTTK.N
36 1 676.2348 -137.89 2 10.8 40.7 0 244-256 K.AQPAQPADEPAEK.A





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN
=ANP32A PE=1 SV=1
Accession: $1$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
198 1 473.1796 -156.43 2 16.0 46.8 0 21-28 K.ELVLDNSR.S
393 1 551.2783 -59.58 2 20.6 81.5 0 76-86 R.VSGGLEVLAEK.C
17 1 575.0567 -229.57 2 10.1 47.8 0 240-249 R.EPEDEGEDDD.-
&203/(-2N'D&e/8/$6$3237Ð7,&$6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B OS=Homo sapiens GN
=ANP32B PE=1 SV=1
Accession: $1%B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
51 4 494.6751 -201.37 2 12.8 55.2 1 68-75 K.KLELSENR.I
106 1 430.6401 -202.33 2 14.2 39.1 0 69-75 K.LELSENR.I
424 2 605.2195 -154.19 2 24.1 68.1 0 76-86 R.IFGGLDMLAEK.L Oxidation: 7





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 






SURWHLQ]HWDGHOWD26 %RVWDXUXV*1 <:+$=3( 69 
SURWHLQ]HWDGHOWD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$=3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
54 2 581.6956 -166.15 2 12.8 50.1 1 1-9 -.MDKNELVQK.A Acetyl: 1; Oxidation: 1
10 1 408.6482 -161.34 2 9.6 39.3 0 12-18 K.LAEQAER.Y





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 












Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
350 2 643.2701 -147.16 2 18.3 86.7 0 31-43 K.AINQGGLTSVAVR.G





Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 






SURWHLQJDPPD26 0XVPXVFXOXV*1 <ZKDJ3( 69 
SURWHLQJDPPD26 3RQJRDEHOLL*1 <:+$*3( 69 
SURWHLQJDPPD26 5DWWXVQRUYHJLFXV*1 <ZKDJ3( 69 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
62 1 452.1481 -249.47 2 13.0 39.7 0 62-69 R.VISSIEQK.T





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
310 2 733.7842 -84.86 2 17.0 77.2 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
Detailed Protein Report
Project Info
Name: 0$18(/)5(,5( Date: 0D\
Note:
Sample Info & Protocols















Protein 1: Protein SET OS=Homo sapiens GN=SET PE=1 SV=3
Accession: 6(7B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
321 3 637.2463 -139.72 2 18.4 72.8 0 58-68 R.LNEQASEEILK.V
377 8 604.6976 -179.06 2 21.6 72.5 0 123-132 R.VEVTEFEDIK.S
135 3 723.7012 -175.76 2 15.2 68.9 0 155-167 K.EFHLNESGDPSSK.S
&203/(-2N'D&e/8/$6$3237Ð7,&$6
75$7$0,(1727e50,&2
Protein 2: Ras-related protein Rab-1A OS=Homo sapiens GN=RAB1A PE=1 SV=3
Accession: 5$%$B+80$1 Score: 
Database: 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD MW [kDa]: 
Database Date:  pI: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Alias proteins:
Accession Name Description
5$%$B5$7 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD 5DVUHODWHGSURWHLQ5DE$26 5DWWXVQRUYHJLFXV*1 5DE$3( 
69 
5$%$B0286( 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD 5DVUHODWHGSURWHLQ5DE$26 0XVPXVFXOXV*1 5DE$3( 69 

5$%$B&$1)$ 6ZLVV3URW6ZLVV3URWBBIDVWD 5DVUHODWHGSURWHLQ5DE$26 &DQLVIDPLOLDULV*1 5$%$3( 69
 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
373 1 658.7395 -142.39 2 21.4 55.4 0 62-72 K.LQIWDTAGQER.F
15 1 462.6552 -150.21 2 9.8 41.2 0 112-119 R.YASENVNK.L
5 2 531.6615 -162.40 2 9.3 70.8 0 176-187 R.MGPGATAGGAEK.S Oxidation: 1





pI: Database Date: 
Modification(s): 2[LGDWLRQ Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
50 1 486.4962 -166.12 3 12.1 43.5 0 173-187 R.MGPGAASGGERPNLK.I Oxidation: 1





pI: Database Date: 
Modification(s): $FHW\O Sequence Coverage [%]: 
No. of unique Peptides: 
Cmpd. No. of 
Cmpds.




Score P Range Sequence Modification
279 2 734.2414 538.16 2 17.0 90.0 0 2-15 M.SDAAVDTSSEITTK.D Acetyl: 1
51 2 566.1731 -166.65 2 11.6 48.0 0 22-31 K.EVVEEAENGR.D
&ŝŐƵƌĂϰ͘ZĞƐƵůƚĂĚŽƐĚĞƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌşĂĚĞD^ͬD^ĞŶƚƌĂŵƉĂŝſŶŝĐĂĚĞůŽƐĐŽŵƉůĞũŽƐĚĞ
ůĂWƌŽdɲĚĞůĨƌĂĐĐŝŽŶĂĚŽϭDĚĞůĞǆƚƌĂĐƚŽĚĞĐĠůƵůĂƐ:ƵƌŬĂƚĂƉŽƉƚſƚŝĐĂƐ͘
>ŽƐĐŽŵƉůĞũŽƐĚĞůĂWƌŽdɲĨƵĞƌŽŶƐŽŵĞƚŝĚŽƐĂƚƌĂƚĂŵŝĞŶƚŽƚĠƌŵŝĐŽƉƌĞǀŝĂŵĞŶƚĞĂůĂůŝƐŝƐ
ĐŽŶƚƌŝƉƐŝŶĂĐŽŵŽƐĞŝŶĚŝĐĂĞŶDĂƚĞƌŝĂůǇDĠƚŽĚŽƐϯ͘ϭϬ͘
